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RESUMEN

El estrés oxidativo se define como un estado de desequilibrio entre antioxidantes y pro-
oxidantes provocando efectos adversos al favorecer los procesos de oxidacion u
obstaculizar los mecanismos antioxidantes. Un desequilibrio de este tipo da a la generacion
de especies reactivas del oxigeno (ERO) como pueden ser: radical superdxido (Oy),
peroxido de hidréogeno (H,0O,), hidroxilo (OH"), entre otros. Las ERO perjudican las
funciones fisioldgicas de las células del epitelio pigmentario de la retina (ARPE-19), que
se conocen como una de las principales causas de patologias oculares.

En el presente trabajo se utilizo el extracto de Bucida buceras como antioxidante el
cual se us6 como co-tratamiento para la prevencion del dafio por H,O,. El propoésito de este
estudio fue explorar los efectos retinoprotectores del extracto después de la adicion simple
del H,O; cuya concentracion del oxidante en el medio no es mantenida, por ello también se
uso la generacion continua de H,O; utilizando glucosa oxidasa (GOx) en células ARPE-19.

El objetivo principal fue evaluar y comparar la modulacion de indicadores redox y
de viabilidad celular del extracto de Bucida buceras sobre células humanas del epitelio
pigmentario de la retina inducido a un estrés oxidativo. Para ello se evaluaron, la actividad
antioxidante por el método colorimétrico de captura del radical libre DPPH, el poder
reductor por el ensayo de FRAP, el glutation reducido, las enzimas antioxidantes, catalasa
y glutation peroxidasa, y también la viabilidad celular del extracto sobre las células ARPE-
19 por medio de la actividad proliferativa, a través del método colorimétrico de reduccion
de la sal de tetrazolio MTT.

Los resultados mostraron que Bucida buceras presenta capacidad retino-protectora
dado su potencial de disminuir el efecto toxico inducido por el H,O, y recuperar los
sistemas de defensa no enzimatico y enzimatico. Estos resultados sugieren que Bucida
buceras puede proteger las células ARPE-19 contra las patogénesis oculares asociadas con
el estrés oxidativo.
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1. INTRODUCCION

El deterioro de la homeostasis redox normal y la consecuente acumulacion de
biomoléculas oxidadas ha sido vinculada a una amplia variedad de enfermedades
(desordenes cardiovasculares y neurologicos, diabetes, obesidad, sindrome metabodlico,
cancer, enfermedades oculares, etc). En cuanto al sistema visual, también se han implicado
las especies reactivas del oxigeno (EROs) en la etiopatogenia de diversos procesos
oftalmoldgicos, principalmente las cataratas, degeneraciéon macular asociada a la edad,
vitreo-retinopatias, retinopatia diabética y glaucoma (Miranda et al., 2010; Alghadyan,

2011; Peters et al., 2013; Yu et al., 2013).

Aunque las especies reactivas del oxigeno (EROs) son mediadores bien
establecidos del dafio oxidativo y de la muerte celular, los mecanismos por el cual
desencadenan especificamente las modalidades de muerte celular y los requerimientos
esenciales de este fendmeno son en gran parte desconocidos. Las EROs son generadas
continuamente 'y subsecuentemente transformadas y destoxificadas, como una
consecuencia del metabolismo aerobio. Tradicionalmente vistos como agentes nocivos, las
especies reactivas del oxigeno también funcionan como moduladores de sincronizacion de
varios procesos bioldgicos, incluyendo la senalizacion, proliferacion y diferenciacion

celular (Finkel, 2011; Murphy et al., 2011; Zhu et al., 2012).

Esta aparente paradoja apunta a las EROs como moléculas de doble efecto en el
cruce de sefalizacion del estrés, una intrinseca dicotomia que ha sido sujeta a extensiva
investigacion (Dickinson y Chang, 2011). Mientras una transitoria y controlada generacion
de EROs regula ciertos procesos fisiologicos, una desbalanceada y prolongada produccion
de especies reactivas puede causar estrés oxidativo. Uno de los principales resultados del
estrés oxidativo constituye el dafio a biomoleculas (lipidos, proteinas y ADN) que
contribuye a la patogénesis de un amplio rango de enfermedades y al envejecimiento
celular (Pan et al., 2009). Algunos productos oxidados de lipidos (isoprostanos y
malondialdehido), ADN (8-0x0-7,8 dihidro-2 desoxyguanosina) y de proteinas (productos
avanzados de oxidacion de proteinas (PAOP)) son generalmente monitoreados para evaluar

el estrés oxidativo in vivo.



Como una primera defensa contra el estrés oxidativo, la célula posee un rango de
compuestos antioxidantes (vitaminas E, C, carotenoides, coenzima Q, glutatién, acido
urico, bilirrubina, compuestos fenolicos) y enzimas (superdxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR)), que funcionan para

mantener bajo los niveles de radicales libres y reactivos oxidantes (Pickering et al., 2013).

Los antioxidantes fenolicos, vitaminas y fitocompuestos reducen el estrés oxidativo
protegiendo las células contra efectos adversos. Muchos de los antioxidantes en alimentos
y bebidas proveen proteccion celular y tisular contra el dafio oxidativo mediante la

induccion de una defensa antioxidante endogena.

Entre las varias EROs, el peroxido de hidrogeno (H,0,) es estable y puede alcanzar
dianas moleculares distantes de su sitio de generacion (Stone and Yang, 2006; Veal et al.,
2007). Este puede activar/modular las vias de transduccion de sefiales y también inducir
muerte celular por apoptosis 0 necrosis por mecanismos que aun no estan bien
comprendidos. El acido desoxirribonucleico (ADN) es especialmente sensible al dafio
oxidativo por H,O; provocando la ruptura de simples y dobles cadenas (Barbouti et al.,
2002; Ott et al., 2007). La extension del dafio al ADN induce muerte celular. Mientras que
a niveles nanomolares el peroxido de hidrogeno es un estimulante del crecimiento y
proliferacion celular, a concentracion micromolar causa transitorias paradas del
crecimiento e induce a alteraciones en la expresion de genes que conlleva a adaptaciones
protectoras (Burdon, 1995; Wiese et al., 1995; Pickering et al., 2012). A niveles milimolar
es un oxidante tdxico que causa un franco estrés oxidativo. Moderadas concentraciones de
H,0, puede resultar en apoptosis mientras que altas dosis preferencialmente induce

Necrosis.

Numerosos estudios han analizado la respuesta de los cultivos celulares al H,O,
cuando es adicionado al medio de cultivo como simple o repetidos pulsos (Sobotta et al.,
2013; Pickering et al., 2013; Panieri et al., 2013). Usualmente el propoésito de estos
experimentos es investigar la respuesta celular al estrés oxidativo como puede ocurrir
naturalmente en condiciones de patologias crénicas. Muchos de estos estudios han sido
conducidos por adicion de H,O, diluido al medio de cultivo celular (tratamientos por
pulsos o bolos) asumiendo que estos al menos parcialmente mimetizan condiciones y

respuestas que pueden ocurrir in vivo.



Debido a que el H,O, es generado continuamente in vivo a niveles de “estado
estacionario” fluctuante alrededor de las concentraciones submicromolar (Gardner et al.,
1997; Sobotta et al., 2013), la exposicion celular a un persistente flujo representa un
método de liberacidon que se asemeja a condiciones patofisiologicas. Situaciones in vivo
pueden ser mejor representadas por prolongadas exposiciones (varias horas) a
concentraciones muy bajas (en el rango de micromolares o submicromolar) del H,0,
exogeno. Una alternativa a la inestabilidad de los tratamientos en pulso es el método
acoplado a una enzima/sustrato que permite la generacion extracelular continua del H,0,.
Los métodos de glucosa/glucosa oxidasa y xantina/xantina oxidasa han sido usados para la
generacion continua del oxidante en lineas celulares (Kaczara et al., 2010; Panieri et al.,
2013). El H,O, exogeno es degradado por catalasa y peroxidasas celulares. Un sistema
acoplado a dos enzimas: glucosa oxidasa/catalasa (GOx/CAT) permite la exposicion a un

“estado estacionario” con niveles bajos de produccion del H,O; (Sobotta et al., 2013).

Evidencias acumuladas sugieren que la respuesta celular al H,O, depende no
solamente de su efectiva concentracion a niveles de estado estacionario, sino también de su
sitio subcelular de generacion/distribucion. Para la generacion enddgena de H,O, se ha
utilizado antimicin A. Este es un inhibidor selectivo del complejo III de la cadena de
transporte mitocondrial que estimula a la mitocondria a producir anién superdxido que
resulta efectivamente convertido en detectables niveles de H,O, por la superdxido

dismutasa-Mn mitocondrial (Panieri et al., 2013).

La estimacién de la contribucion de las EROs a los procesos celulares es
complicada debido a algunas limitaciones técnicas que han sido parcialmente superadas.
En nuestro estudio las células humanas del epitelio pigmentario de la retina seran
expuestas a concentraciones extracelulares del peréxido de hidrogeno por adicion del
oxidante al medio de cultivo o por generacion enzimatica continua con glucosa oxidasa
induciendo al estrés oxidativo tales como: glutation reducido, poder reductor, contenido de
peroxido y actividad enzimatica por medo de catalasa y glutation peroxidasa, el impacto

sobre la viabilidad celular y marcadores del estrés oxidativo seran evaluados.



II. ANTECEDENTES

I1.1. Desequilibrio Redox

Las reacciones biologicas de oxidacion/reduccion (redox) se encuentran poco
comprendidas a pesar de su gran importancia en muchos procesos fisioldgicos y
patologicos (Valko et al., 2007; Sarsour et al., 2009). El estado intracelular redox, el cual
se refiere a la relacion reversible de una forma oxidada a su forma reducida de una pareja
especifica mantiene la homeostasis celular a través del balance de oxidantes y
antioxidantes. Estas reacciones normalmente regulan el tono vascular (Faraci, 2006), la
activacion de plaquetas (Freedman, 2008), y la respuesta inmune (Forman y Torres 2002).
Cuando la homeostasis redox estd comprometida y persiste el estrés oxidativo
consecuencias patoldgicas involucran a varios sistemas (cardiovascular, pulmonar, renal,
gastrointestinal, hepatico y neurolégico), asi como enfermedades oculares, metabolicas e

inflamatorias.

El estrés oxidativo puede ser definido como un estado de desequilibrio hacia los
factores que generan especies reactivas del oxigeno y de nitrogeno (ej. radicales
superoxido, peroxido de hidrégeno, hidroxilo, 6xido nitrico, peroxinitrito, entre otros) y el
debilitamiento de factores antioxidantes que protegen a las macromoléculas celulares de
estas especies reactivas (Mittler et al., 2011; Styskal, et al.,, 2012; Lee et al., 2012;
Pickering et al., 2013; Panieri et al., 2013). Dentro de estas se destacan antioxidantes
enzimaticos como la superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa y antioxidantes
no enzimaticos endogenos tales como glutation, acido urico, coenzima Q y antioxidantes

exogenos como los factores dietarios: vitaminas y polifenoles (Pickering et al., 2013).

Aunque las especies reactivas del oxigeno (EROs) son mediadores bien
establecidos del dafio oxidativo y de la muerte celular, los mecanismos por el cual
desencadenan especificamente las modalidades de muerte celular y los requerimientos
esenciales de este fendmeno son en gran parte desconocidos. Las EROs tradicionalmente

vistos como agentes nocivos, también funcionan como moduladores de sincronizacion de



varios procesos biologicos, incluyendo la sefializacion, proliferacion y diferenciacion

celular (Finkel, 2011; Murphy et al, 2011; Zhu et al., 2012).

Esta aparente paradoja apunta a las EROs como moléculas de doble efecto en el
cruce de sefializacion del estrés, una intrinseca dicotomia que ha sido sujeta a extensiva
investigacion (Dickinson y Chang, 2011). Mientras una transitoria y controlada generacion
de EROs regulan procesos fisioldgicos, una desbalanceada y prolongada produccion de
especies reactivas puede causar estrés oxidativo. Uno de los principales resultados del
estrés oxidativo constituye el dafio a biomoleculas (lipidos, proteinas y ADN) que
contribuye a la patogénesis de un amplio rango de enfermedades y al envejecimiento
celular (Pan et al., 2009). En cuanto al sistema visual, también se han implicado las
especies reactivas del oxigeno (EROs) en la etiopatogenia de diversos procesos
oftalmolégicos, principalmente las cataratas, degeneracion macular asociada a la edad,
vitreo-retinopatias, retinopatia diabética y glaucoma (Miranda et al., 2010; Alghadyan,

2011; Peters et al., 2013; Yu et al., 2013).

I1.1.1 Fuentes end6genas y exdgenas de especies reactivas del oxigeno (EROs)

I1.1.1. 1. Fuentes endégenas

Las especies reactivas del oxigeno es un término que describe ampliamente una variedad
de moléculas y radicales libres (especies quimicas con uno o mas electrones desapareados)
derivados del oxigeno molecular. Las EROs presentan distintas propiedades biologicas, las
cuales incluyen reactividad quimica, tiempos de vida media y solubilidad lipidica. Su
reactividad determina la toxicidad, elevada reactividad resulta en tiempos de vida media
pequefios (t;2) y difusion limitada (anidon superoxido tiene ti, = 107 s, el radical hidroxilo
107 s) (Mittler et al., 2011). El término ERO es frecuentemente usado para incluir las
especies radicalarias y no radicalarias. Los radicales libres en los organismos incluyen

hidroxilo (OH’), superdxido (O,7), oxido nitrico (ON) y peroxyl (RO;). El anion



peroxinitrito (ONOQ), acido hipocloroso (HOCL), peréxido de hidrégeno (H,0,), singlete
de oxigeno ('0,) y ozono (O3) no son radicales libres, pero pueden ser facilmente

convertidos a radicales libres en reacciones bioldgicas.

Los factores que generan las especies reactivas del oxigeno y nitrogeno (ERO y
ERN) existen como productos del normal proceso fisiologico y de varias fuentes externas.
Las mitocondrias constituyen una fuente principal de generacion de ERO, especificamente
de anion superoxido (O,7), peréxido de hidrogeno (H,O;) y del radical hidroxilo (HO)
(Hartwig, 2013). Las reacciones que generan energia (ATP) en la mitocondria requieren
electrones desde sustratos reducidos al pasar por los diferentes complejos de la cadena de
transporte mitocondrial. Se estima que entre el 0.2-2% del O, consumido en las
mitocondrias es univalentemente reducido a superoxido desde los complejos [ y III de la
cadena de transporte de electrones. La mitocondria produce de 2-3 mmol de
superoxido/min por miligramo de proteina (Treberg et al., 2010). Este radical es el
principal e inicial arquitecto de la sefializacion y dafio de las ERO (Chance et al., 1979;
Cardenas y Davies, 2000). Al reaccionar con el agua, el superoxido puede producir
perhidroxyl radical, el cual ha sido implicado en el dafio a lipidos y oxidacion a proteinas
(Cohen, 1994). Sin embargo, superoxido es usualmente convertido a H,O, por la
superoxido dismutasa que se encuentra en la matriz y espacio inter-membrana de la

mitocondria.

El uso de O, como aceptor final de electrones permite la obtencion de mayor
cantidad de energia libre generada a partir de la oxidacion de nutrientes. En los procesos de
oxidacion biologica una gran cantidad de esta energia libre no es liberada como calor, sino
que es capturada en enlaces de alta energia como los de adenosin trifosfato (ATP).
Consecuentemente la adaptacion evolutiva del oxigeno como el aceptor final de electrones
ha permitido entre otros beneficios lograr multicelularidad, sistemas nerviosos mas
complejos y un rapido y eficaz movimiento mecédnico. Sin embargo los beneficios del
metabolismo aerobio han acarreado un costo, conllevando a la formaciéon de especies
reactivas del oxigeno (Zimniak, 2011). Un incremento en la generacion de EROs se
produce cuando el potencial redox mitocondrial es significativamente reducido como
ocurre durante la hipoxia o significativamente oxidado. En este ultimo caso el incremento
de los niveles de EROs resulta por una deplecion de la capacidad antioxidante como

consecuencia de la disminucion en los niveles de NADPH (Aon et al., 2010).



Las especies reactivas del oxigeno pueden ser distinguidas por sus fuentes de
generacion endogena o exogena. La cadena respiratoria mitocondrial, las reacciones
metabolicas de la citocromo P450 y la respuesta inflamatoria son fuentes endogenas
importantes. Las células inmune incluyendo macréfagos y neutrofilos, asi como el
microsoma generan ERO intracelularmente (Li et al., 2011; Geering y Simon, 2011).
Conjuntamente con la respiracion mitocondrial el anion O, es generado por varias
reacciones metabolicas entre las que se incluyen las NADPH oxidasas (Nox's), xantina
oxidasa (XO) produce O,  y H0,, oOxido nitrico sintetasa, lipoxigenasas y

mieloperoxidasas.

I1.1.1.1. 1. NADPH oxidasas

Las enzimas NADPH oxidasas (Nox) son una familia de hemo-proteinas cuya funcion
primaria es transportar los electrones desde las NADPH al oxigeno con la produccion del
anion O,". La familia Nox comprende siete miembros cada uno con distinta isoforma
catalitica denominadas Nox 1-5, doble oxidasal y 2 (Duox1, Duox2). La activacion de las
NADPH oxidasas (Nox1 y Nox2) generan O, mediante la trasferencia de dos electrones de
NADPH en el citosol a la FAD (Bedard y Krause, 2007). En contraste, Nox4
predominantemente produce H,O, y se expresa en muchos tipos de células no fagociticas
ubicadas en el reticulo endoplasmaético, el espacio perinuclear y en el nicleo (Sturrock, et

al., 2007).

La expresion de las sub-unidades cataliticas de las Nox varian entre diferentes tipos
de células y segun el tejido/organo (Lambeth, 2004; Bedard y Krause, 2007). Nox1, Nox2,
Nox4 y Nox5 pueden estar situados ya sea en la membrana plasmatica o dentro de la célula
y por lo tanto pueden generar ERO extracelular o intracelular (Lasségue y Giendling,

2010).

Las evidencias sugieren que los miembros de la familia Nox/Duox son importantes
productoras de especies reactivas, no solamente a partir de células fagociticas, sino
también de células no-fagociticas, aunque las funciones biologicas de las Nox/Duox en

células no fagociticas son mas desconocidas.



La oxidasa de fagocitos (neutrofilos y macrofagos) es un complejo
multicomponente que cataliza la formacion de O, durante el proceso de fagocitosis
(Vignais, 2002). Las oxidasas en células no-fagociticas han sido identificadas con la
denominacion de Noxl. A diferencia de las oxidasas de fagocitos, las oxidasas no-
fagociticas estan activas durante el metabolismo normal y generan bajos niveles de ERO,
incluso en ausencia de estimulacion extrinseca: sin embargo, sus generaciones de ERO se

incrementan en respuesta a la estimulacion agonista.

Debido a la excesiva generacion de ERO a partir de las Nox que contribuyen a la
progresion de un amplio espectro de enfermedades. La familia Nox es una excelente diana
terapéutica, en la que el bloqueo selectivo de las isoformas individuales de las Nox
constituye un area de intensa investigacion cientifica. Hasta la fecha, se han identificado
varios inhibidores potenciales, sin embargo, la mayoria de ellos parecen presentar una baja

selectividad, potencia y biodisponibilidad (Jaquet et al., 2009).

II.1.1. 1. 2. Xantina oxidasa

La xantina oxidasa (XO) y la xantina deshidrogenasa (XDH) son iso-enzimas
interconvertibles de la enzima xantina oxidorreductasa (XOR) y catalizan los dos pasos
finales de la via de degradacion de las purinas (adenosina). Las reducciones de hipoxantina
y xantina en acido urico, producen O, y H,O,. Ambas formas de las enzimas actiian como
las NADPH oxidasas generando EROs, que pueden jugar un papel importante en lesiones
celulares en condiciones de aumento de la concentracion de NADPH (Nishino et a./, 2008;
Maia et al., 2005). Las XOR tienen una amplia distribucion tisular, pero sus niveles en
plasma en mamiferos sanos son bajos, aumentando considerablemente en condiciones

fisiopatoldgicas (Martin et al., 2004).



I1.1.1.1. 3. Oxido nitrico sintetasa (NOS)

La familia de las enzimas NOS generan 6xido nitrico (ON') a partir de la conversion de L-
arginina a L-citrulina. Las NOS son oxidorreductasas homodiméricas en la que el dominio
que contiene hemo oxigenasa esta vinculado a NADPH-citocromo P450 reductasa como el
dominio diflavin (Marletta, 1994). Tras la activacion, el dominio de flavoproteina
transfiere electrones desde NADPH a FMN, lo que reduce el hierro hemo y resulta en la
activacion de O, seguido de la oxidacion del atomo de nitrogeno de la guanidina de L-

arginina, formando ON'y citrulina (Channon, 2004).

Tres isoformas de NOS estan presentes de las cuales neuronal/endotelial (nNOS) y
eNOS son constitutivas y reguladas por la actividad a nivel postraduccional. La isoforma
iINOS se produce en respuesta a las citoquinas proinflamatorias y estd regulada
principalmente a nivel transcripcional (Knowles y Moncada, 1994; Nathan, 1995). En
condiciones normales de eNOS ejerce efectos antiaterogénicas en la pared vascular, la
adhesion de leucocitos y agregacion de plaquetas (D'Souza et al., 2003). El ON' derivado
de eNOS regula el tono muscular y la presion arterial. Sin embargo, cuando la actividad de
la eNOS se desacopla como sucede en condiciones fisiopatoldgicas (disfuncion endotelial)
aumenta la generacion de O,” (Channon, 2004). La evidencia reciente indica que la nNOS
tiene una funcion protectora contra la aterosclerosis (Kuhlencordt et al., 2006). Por otra
parte, un aumento rapido y brusco en la generacion de ON' por la regulacion positiva de la
expresion y actividad de iNOS esta vinculado a patologias cardiovasculares (Feng et al.,
2001). La evidencia reciente indica que la nNOS tiene una funcidén protectora contra la

aterosclerosis (Kuhlencordt et al., 2006).

II.1.1.1. 4. Lipoxigenasas

Las lipoxigenasas (LOXs) son dioxigenasas que contienen hierro no hemo y que oxidan los
acidos grasos poliinsaturados liberados de la membrana celular en condiciones
inflamatorias a hidroperoxidos derivados de acidos grasos, por lo que se les considera otra

fuente importante de la produccion de ERO. Los seres humanos tienen seis genes
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(denominados "ALOX" por convencion, para lipoxigenasa del acido araquiddnico),
mientras que los ratones tienen siete genes funcionales (Funk et al., 2002). Las enzimas
LOX son nombrados por el numero de atomo de carbono de los acidos grasos
poliinsaturados que se oxidan (por ejemplo, 5-LOX). 5-LOX cataliza la transformacion del
acido araquidonico libre a leucotrieno A4, que en la hidrélisis rinde leucotrieno B4, un

potente quimio atrayente y activador de leucocitos (Back, 2009).

II.1.1.1. 5. Mieloperoxidasas

Las mieloperoxidasas (MPO) estan presentes en los fagosomas de los neutrofilos y de los
monocitos y son responsables de la actividad microbicida contra un amplio espectro de
organismos. Las MPO generan varios oxidantes que inician la peroxidacion de lipidos e
inducen la modificacion de residuos de aminoacidos en las proteinas, incluyendo la
nitracion, cloracion, y carbamilacion (Thomas et al., 2008). Las MPO inducen la
carbamilacion de proteina en presencia de H,O, en sitios de inflamacién y en las placas
ateroscleroticas. Las acciones pro inflamatorias y pro aterogénicas de MPO pueden incluir
la promocion del reclutamiento de leucocitos en los sitios de inflamacion (Klinke et al.,
2011). La evidencia sustancial sugiere también que MPO convierte el nitrito, un producto
final del metabolismo del ON' probablemente en diéxido de nitrogeno (NO;), en una
reaccion dependiente del H,O, (Zhang et al., 2002). El NO, generado promueve la
peroxidacion de los lipidos de la LDL (Podrez et al., 1999).

I1.1.1.1. 6. Monoamino oxidasa

La monoamino oxidasa existe en dos isoformas (MAO A y MAO B) es una flavoproteina
unida a la membrana externa mitocondrial y constituye otra fuente importante de ERO que
cataliza la desaminacion de los neurotransmisores y aminas biogénicas (Edmondson et al

2004).
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I1.1.1.1. 7. Generacion de ERO mediada por metales

Los iones metalicos producen ERO intracelularmente de una manera directa e indirecta, en
donde la reaccion de tipo Fenton es uno de los mecanismos mas conocido. Durante esta
reaccion, un ion de metal de transicion reacciona con H,O, para generar el ‘OH, altamente
toxico y un ion de metal oxidado. Muchos metales, tales como Fe, Cu, Cr, Co, Ni pueden
generar radicales libres a través de la reaccion de tipo Fenton, sus capacidades para generar
radicales libres difieren entre si (Desurmont, 1983, Shaeib et al., 2013). Los mecanismos
por los cuales iones Fe o Cu libres median la generacion de ‘OH bajo condiciones

fisioldgicas in vivo a través de la reaccion de Fenton no se conocen por completo.

Otro mecanismo clave en la generacion de ERO por metales es la inducida por la
reaccion de Haber-Weiss. En esta reaccion el O,". media la generacion de ‘OH a partir del
H,0,. Esta reaccion puede implicar metales como Cr y Co . El mecanismo de generacion
de ‘OH a través de la reaccion de Haber- Weiss es probable que sea como la produccion de
ERO en la funcion inmune de los macrofagos durante la fagocitosis (Freeman y Crap,

1982).

I1.1.1.2. Fuentes exdégenas

Las especies reactivas del oxigeno pueden ser producidas por varios compuestos, muchos
de estos xenobioticos, ejercen su efecto toxico mediante su activacion metabdlica a
productos intermediarios que son radicales libres. Cuando estos compuestos son reducidos
por un electron, se producen especies que reaccionan con el oxigeno molecular para formar
radical superoxido y generar la molécula original. Esta reaccidon normalmente esta
catalizada por la NADPH-citocromo P-450 reductasa, una flavoproteina que utiliza
NADPH (nicotinamida adenindinucleotido-fosfato reducido), como dador electrénico. Si
estas moléculas oxidadas se reducen de nuevo, se establece un ciclo redox en el que hay un
consumo desproporcionado de oxigeno molecular de equivalentes redox, de esta manera,
las especies reactivas de oxigeno que se forman dan lugar a un estrés oxidativo que

provocara graves dafios celulares (Gil, 2010).
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11.1.1.2.1. Medicamentos

Numerosos medicamentos pueden aumentar la produccion de radicales libres ya que
aumentan la presencia de tension del oxigeno. Los agentes parecen actuar de forma aditiva
con la hiperoxia para acelerar la tasa de dafio. Estos medicamentos incluyen antibidticos
que dependen de grupos quinoides o metales con destino a la actividad, agentes
antineoplasicos que poseen actividad pro-oxidante. En la adicion de radicales derivados de
la penicilamina, fenilbutazona pueden inactivar la proteasa y agotar el acido ascorbico

acelerando la peroxidacion lipidica (Tamer et al., 2012).

11.1.1.2.2. Radiaciones

La radioterapia puede causar lesiones tisulares que son causadas por los radicales libres. La
radiacion electromagnética (rayos X, rayos gamma), la radiacion de particulas (electrones,
fotones, neutrones, particulas alfa y beta), generan radicales primarios mediante la
transferencia de su energia a los componentes celulares, tales como el agua. Estos radicales
primarios pueden surgir reacciones secundarias. Estas radiaciones causan la fision
heterolitica del agua para producir atomos de hidrogeno, electrones hidratados y radicales
hidroxilo y, en presencia de oxigeno, radical superdxido y peréxido de hidrogeno (Gil,

2010).

I1.1.1.2.3. Humo del cigarro

El humo del cigarro puede ser separado en dos fases, la gaseosa y la sélida o alquitran. En
la fase gaseosa se han detectado las siguientes especies reactivas: superoxidos, radicales
hidroxilo y peréxido, H,O,, oxigeno singlete, 6xido nitrico y peroxinitrico (Kodama et al.,

1999).
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11.1.1.2.4. Ozono

El ozono es un potente agente oxidante de los radicales libres. El ozono (O3) contiene dos
electrones desapareados y se degrada bajo condiciones fisiologicas a OH, lo que sugiere
que los radicales libres se forman cuando el ozono reacciona con sustratos bioldgicos

(Tamer et al., 2012).

I1.1.1.2.5. Luz visible

La luz visible reacciona con cromosforos para producir productos finales que son capaces
de inducir la produccion de especies reactivas del oxigeno y el dafio oxidativo a las
macromoléculas biologicas, lo que conduce a la disfuncién celular y a la muerte celular

(SanGiovanni et al., 2005).

Ademas, una amplia variedad de agentes ambientales incluyendo contaminantes del
aire fotoquimicos como pesticidas, disolventes, anestésicos, gases de escape y la clase
general de hidrocarburos aromaticos, también causan dafio por los radicales libres a las

células.

El ojo humano esta constantemente expuesto a estos compuestos que contribuyen al
dafio oxidativo en los tejidos oculares. Con el tiempo, todas las estructuras oculares, de la
pelicula lagrimal de la retina, se someten a estrés oxidativo y, por lo tanto, las defensas
antioxidantes de cada tejido asumen el papel de una salvaguardia contra patologias
degenerativas oculares. La superficie ocular y la cornea protegen los otros tejidos oculares
y estan expuestos significativamente al estrés oxidativo de origen ambiental (Sacca et al.,

2013).
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I1.1.2. Rol fisiologico y patoldégico de las EROs en las funciones celulares

La formacion de ERO es inevitable en los organismos acrobios. Al limitar la formacién de
ERO y reforzar las defensas anti-ERO, el estrés oxidativo puede ser minimizado, pero no
eliminado. Un cierto nivel de ERO es necesario debido a su papel como mediadores en
diversos procesos celulares vitales y en diferentes redes de sefializacion (Mittler et al.,
2011). Bajo nivel de ERO es esencial para muchos procesos celulares normales,
incluyendo la senalizacion, la adhesion, la respuesta inmune, la apoptosis y Ia
supervivencia celular (Zhu et al., 2012). Especialmente el H,O, a niveles fisiologicos
funciona como sefializador en varias respuestas biologicas tales como: proliferacion
celular, migracion, supervivencia, diferenciacion y expresion de genes (Rhee et al., 2000;

Finkel, 2011).

Hay una clara diferencia entre el nivel de ERO requerido para mecanismos
celulares basicos como la sefalizacion celular y la excesiva produccion de ERO que
contribuye al estrés oxidativo. Se ha demostrado que los radicales libres desempefian un
papel importante en el sistema gluco-regulador en mamiferos. Por ejemplo, la produccion
de H,0, regula la liberacion de insulina estimulada por glucosa a partir de células B para
modular la sefalizacion proximal y distal de la insulina. Se ha demostrado que la
estimulacion de la insulina promueve la produccion de H,O, que luego mejora la cascada
de la insulina mediante la inhibicién de la actividad proteina tirosina fosfatasa, que
conduce a un aumento en el nivel basal de fosforilacion de la proteina receptora de la

insulina (Styskal et al., 2012).

El peroxido de hidréogeno se ha relacionado con la regulacion redox durante la
proliferacion celular, la apoptosis y en los procesos inflamatorios. Algunos investigadores
sugieren que el H,O; juega un doble papel en la regulacion de los procesos inflamatorios,
actuando tanto como un pro-inflamatorio y como agente anti-inflamatorio. Por otra parte,
los procesos metabdlicos celulares opuestos, tales como la proliferacion celular, a bajas
concentraciones, y la sefializacion de muerte celular en una concentracion elevada. La
proliferacion celular normal se correlaciona con la produccion de EROs endogeno a través
de la activacion de vias de sefializacion relacionadas con el crecimiento, incluyendo la

proteina quinasa activada por mitégenos (Andrade et al., 2013).
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El anion superoxido y el peroxido de hidrogeno pueden actuar como moléculas de
sefializacion celular por oxidacion directa o la modificacion de los grupos tioles (SH) de
los residuos de cisteina. La oxidacion-reduccion de los grupos-SH en el interior de las
células, por un lado es crucial para el correcto funcionamiento de muchas enzimas. Por otra
parte, las alteraciones en el estado redox puede servir como mecanismos de sefializacion
para activar o inactivar distintas vias de reparacion del 4cido desoxirribonucleico (ADN)

(D’ Autreaux y Toledano, 2007).

Las vias de sefializacion celular regulada por EROs pueden ser agrupadas dentro de
las que afectan la proliferacion, supervivencia, diferenciacion y metabolismo (e,
tiorredoxinas), las pertenecientes a las respuestas antioxidante y antiinflamatoria (factor
nuclear eritroide-2/ Kelch-like protein-1 (Nrf2/Keap 1), el factor nuclear kB (NF-kB), las
reguladoras de la homeostasis del hierro y, finalmente, las inducidas en respuesta al dafio

del ADN (e.j. p53, ATM, PARP1, ASK1) (Ray et al., 2012).

Una importante adaptacion al estrés oxidativo consiste en la regulacion de genes de
detoxificacion antioxidante. La induccion coordinada de los genes para las proteinas de
fase II protege a las células contra el dafio generado por el estrés oxidativo. Se han
reportado mas de 200 genes involucrados en la respuesta antioxidante. Dos de las vias
importante son los factores de transcripcion activados por reacciones oxido-reduccion
(Ref-1) y los factores de transcripcion unido al elemento de respuesta antioxidante (ARE
por sus siglas en inglés). Ambas vias juegan un rol critico en la regulacion de expresion de
antioxidantes y enzimas que metabolizan xenobiodticos de la fase II contribuyendo a la
detoxificacion y/o eliminacion de estresores oxidativo ambientales y la proteccion de

células y tejidos (Zhang et al., 2014).

Un ejemplo de proteina unida al zinc regulada por procesos redox es la proteina-53
(p53) supresora de tumor. Los genes supresores de tumores poseen funcion protectora que
limitan el crecimiento de tumores y regulan varias actividades celulares. Cuando los genes
supresores de tumores son alterados, las células pueden crecer fuera de control
conduciendo al cancer. El gen supresor de tumor p53 es el gen mutado mas frecuente en
canceres humano. Este gen es conocido como el “guardian de la célula” porque regula la
transcripcion de varios genes por interaccion directa con proteinas involucrada en la
replicacion, transcripcion y reparacion del ADN, provoca una respuesta antiproliferativa,

incluyendo la parada del ciclo celular, senescencia celular y apoptosis en respuesta a varias
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sefiales. También es activada en respuesta al estrés oxidativo, en el cual juega un rol

antioxidante (Hafsi y Hainaut; 2011; Vurusaner et al., 2012).

Existen multiples procesos celulares en los cuales pS3 y EROs estan involucrados.
Principalmente especies reactivas celulares se encuentran incrementadas por transcripcion
de genes pro-oxidantes inducidos por p53 para contribuir a la muerte celular. Por otra
parte, p53 participa en la expresion de algunos genes antioxidante importantes tales como
glutation peroxidasa y superoxido dismutasa mitocondrial demostrando la funcion
protectora en el sistema de defensa antioxidante. En condiciones fisiologicas cantidades
reducidas de p53 suprimen las EROs, mientras que elevados niveles inducen la

acumulacion de estas especies reactivas en respuesta al estrés celular.

Mientras el balance entre la defensa antioxidante celular y la generacion de EROs
es mantenida bajo condiciones metabodlicas normales (homeostasis), una excesiva
generacion de EROs puede ocasionar un estrés oxidativo. Las investigaciones recientes
sugieren que exposiciones cronicas a especies radicalarias pueden causar el desequilibrio
redox por ruptura del balance entre los niveles producidos de EROs y el potencial del
sistema antioxidante celular para removerlos. Un prolongado y persistente estrés oxidativo
causa la activacion de moléculas de sefializacion sensibles a reaciones de 6xido-reduccion.
El estrés oxidativo también dafia a bio-moléculas que eventualmente inducen a una
variedad de enfermedades cronica-degenerativas (Lee et al., 2012). Bajo condiciones de
estrés oxidativo, los radicales libres que no son reducidos o removido del ambiente celular
pueden causar dafios a macromoléculas celulares incluyendo a los 4cidos nucleicos, la
peroxidacion de lipidos, la oxidacidon e inactivacion de proteinas y enzimas. Los efectos
biologicos de las EROs son dependientes de la cantidad, tipo y duracion, asi como de las

fuentes y localizacion subcelular.

I1.1.2.1. Peroxidacion de lipidos

Los lipidos que contienen acidos grasos poliinsaturados (AGPI) son susceptibles a la
oxidacion iniciada por radicales libres y pueden participar en reacciones en cadena que

aumentan el dafio a las biomoléculas. El proceso en cadena de la peroxidacion de lipidos
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genera simultdneamente hidroperoxidos lipidicos y aldehidos de diversas longitudes de

cadena (Niki, 2009; Leonarduzzi et al, 2012).

Por otra parte, la oxidacion de los lipidos puede causar cambios en la estructura y la
fluidez de las membranas celulares y organulos que son perjudiciales para los procesos y
funciones celulares (Esterbauer, 1993). Esto afecta, en ultima instancia, las funciones
celulares, aumentando aun mas las concentraciones de EROs celulares. Ademas, la
oxidacion de los lipidos puede formar especies de radicales lipidicos que dafian otras
macromoléculas celulares. Por ejemplo, los peroxidos de lipidos como el
malonildialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4HNE) que reaccionan tanto con el ADN y
proteinas (Hartley et al., 1997).

La peroxidacién enzimatica y no-enzimdtica de AGPI genera varias especies de
aldehidos reactivos, que han mostrado ejercer funciones de regulacion, asi como efectos
perjudiciales en diversos tipos de células y organos. Estos productos finales de Ia
peroxidacion lipidica son conocidos por ser moléculas responsables del efecto pro-
aterogénico de oxLDL. Los efectos biologicos de oxLDLs estdn mediados a través de vias
de sefializacion, especialmente las de receptores, proteinas quinasas, y la activacion de
factores de transcripcion, que a su vez estimulan la expresion de genes implicados en el
estrés oxidativo y en la respuesta inflamatoria durante la generacion de la placa
aterosclerotica (Maziére y Maziere , 2009). De hecho, el estrés oxidativo y la inflamacion
van de la mano, ya que el estrés oxidativo induce la produccion de citoquinas inflamatorias

y, las citoquinas, a su vez, inducen la produccion de radicales libres.

El hidroxinonenal mas representativo en los tejidos y células es 4HNE (Schneider
et al., 2008). Este aldehido se ha investigado a profundidad gracias a su contribucion a la
patogénesis de las enfermedades humanas cronicas, y esta molécula se ha informado que

poseen tanto efectos citotoxicos, como de sefializacion celular (Poli et al., 2008).
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I1.1.2.2. Oxidacion de proteinas

Las proteinas en particular, son susceptibles al ataque por radicales libres y EROs, que
puede conducir a modificaciones oxidativas (Berlett y Stadtman, 1997). Los aumentos en
la acumulacion de estas formas pueden conllevar a cambios funcionales de la proteina
(generalmente perjudicial) que puede alterar varios procesos fisiologicos celulares (Pierce
et al., 2008). Una vez oxidadas las proteinas deben ser reparadas vy, si la reparacion no es
posible, deben ser degradadas o eliminadas de las células para reducir al minimo los

posibles efectos negativos de estas proteinas danadas.

Casi todos los aminoacidos son susceptibles a la modificacion oxidativa por uno o
mas tipos de EROs. Los aminoacidos que contienen grupos-SH (cisteina y metionina) son
los Unicos que tienen enzimas especificas para reparar el dafio oxidativo (disulfuros de
cisteina, metionina). Sin embargo, la oxidacion de otros aminoacidos, o dafios sin resolver
a la cisteina y la metionina, pueden dar lugar a restos de oxidacién que no son reparados.
En los casos en que la reparacion no es posible, las proteinas oxidadas son generalmente
marcadas para la degradacion por el sistema de proteosoma o removidas a través de los
procesos de autofagia. A pesar de los eficientes sistema de remocion de las proteinas
oxidadas, ciertas proteinas dafiadas pueden permanecer y acumularse promoviendo la

disfuncion celular (Berlett y Stadtman, 1997).

Las EROs dafian especialmente proteinas, porque pueden introducir modificaciones
en la cadena lateral de los aminoacidos. Estas modificaciones pueden ser irreversibles,
tales como la introducciéon de grupos carbonilo en la cadena lateral de aminoacidos
(arginina, lisina, prolina y treonina). El procedimiento de carbonilacion provoca disfuncion
de la proteina y la agregacion de proteinas, que conduce a su acumulacion durante el estrés
oxidativo. La carbonilacion de proteinas constituye un biomarcador general de la oxidacion

de proteinas (Nystrom, 2005; Moller et al., 2011; Hatem et al., 2014)
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I1.1.2.3. Oxidacion del ADN

El ADN, tanto nuclear como mitocondrial es susceptible a la oxidacion, dando como
resultado mutaciones con la formacion de 8-hidroxiguanosina (8-OHdG). El 8-OHdG es un
producto de oxidacion relativamente estable y que se puede medir tanto en los tejidos y en
la orina excretada, representando con precision la cantidad de oxidacion del ADN como
una medida del dafio al ADN (Wu et al., 2004). El ADN es especialmente sensible al H,O,
como dafio oxidativo provoca la ruptura de simples y dobles cadenas (Barbouti et al., 2002;
Ott et al., 2007). La extension del dafio al ADN induce muerte celular. La oxidacion del
ADN ha sido fuertemente implicada en la senescencia celular, la apoptosis y el desarrollo

de fenotipos de células cancerosas (Leonarduzzi et al., 2012).

Especialmente la generacion de niveles elevados del dafio al ADN se ha implicado
en la carcinogenicidad. El dafio oxidativo al ADN incluye una serie de lesiones, tales como
modificaciones de bases, lesiones en el azlicar, rompimiento de hebras individuales y
dobles, errores de replicacion, inestabilidad genomica, enlaces cruzados ADN-proteina, y
enlaces cruzados de ADN-ADN. Las principales EROs que conducen al dafio del ADN son
OH,, singlete del oxigeno (102). Entre estos, solo el OH es capaz de generar hebras simples
en el ADN como consecuencia de la abstraccion de hidrogeno de los restos de 2-
desoxirribosa. (Dedon, 2008). En cuanto a los dafios a una sola base del ADN, el 'O,
reacciona especificamente con la guanina, produciendo 8-oxo0-7,8-dihidroguanina (8-Oxo-
Gua). Ademas de los dafios a una sola base, el radical OH y otros oxidantes pueden
generar radicales orgédnicos capaces de reaccionar con otros constituyentes del ADN o
proteinas, dando lugar a lesiones del ADN mas complejas tales como enlaces cruzados-

intra e inter-cadena de ADN, asi como entrecruzamientos de enlaces ADN-proteina.

Los iones de metales de transicion desempefian un papel importante en la induccion
del dafio oxidativo. Mientras que ni el peroxido de hidrogeno ni el radical superoxido son
capaces de reaccionar directamente con el ADN. En presencia de metales de transicion
tales como el hierro, cobre, cobalto o niquel el H,O, se convierte en un OH' altamente
reactivo, por reacciones de tipo Fenton induciendo asi rupturas de la cadena de ADN. En la
carcinogenicidad inducida por metal, las interacciones con las proteinas implicadas en el
crecimiento celular, la apoptosis y respuesta celular al dafio del ADN parecen ser de gran

importancia (Hartwig, 2013).
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I1.1.3. Mecanismos antioxidantes del sistema de defensa

Se define como antioxidante a toda sustancia que hallandose presente a bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable (biomoléculas), retarda o previene la
oxidacion de dicho sustrato. Son reductores nucleofilos que directamente reaccionan con
oxidantes para prevenir la oxidacion de una tercera molécula (Forman et al., 2014). Un
antioxidante “ideal” in vivo debe interceptar y detoxificar especies reactivas
bioldgicamente importantes y debe ser activado y reciclado por procesos endogenos (Yu et

al., 2012; Bian et al., 2012; Murphy, 2011).

I1.1.3.1. Mecanismos antioxidantes enzimaticos

Los organismos aerdbicos son protegidos del estrés oxidativo inducido por especies
reactivas del oxigeno/nitrogeno por una compleja red de defensa por multiples
antioxidantes con diversas funciones. Algunos antioxidantes son moléculas pequeiias,
mientras que otros son macromoléculas tales como proteinas y enzimas. Los sistemas
antioxidantes fisioldgicos tienen varias lineas de defensa. En la primera linea, los
antioxidantes primarios previenen la produccion de EROS/ERN y otras especies reactivas,
por ejemplo, el secuestro de los iones metalicos activos y la reduccion de hidroperoxidos y
peroxido de hidrégeno en hidroxidos y agua, respectivamente. En este grupo se destacan
las superoxido dismutasas (SOD, SOD Mn, SOD CuZn), glutation peroxidasa dependiente
de selenio (GPx Se), glutation reductasa (GR), peroxidasas, catalasa, glutaredoxina,
tiorredoxina (Trx) y proteinas que fijan metales como la ferritina y la ceruloplasmina (Gil

et al., 2003).

Las superoxido dismutasas (SOD) reducen los niveles de superoxido en la célula;
estas enzimas catalizan la conversion del radical superdxido a oxigeno molecular y
peroxido de hidrogeno. Las SOD son una de las primeras lineas de defensa contra los
radicales superdxido producidos por las mitocondrias durante la respiracion celular y las
NADPH oxidasas. Tres isoformas principales se encuentran en los mamiferos: Cu Zn

CuZnSOD superoxido dismutasa (SOD 1); superoxido dismutasa dependiente de Mn
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(MnSOD; SOD2), y la superdxido dismutasa extracelular (ECSOD; SOD3). Cada isoforma
se localiza especificamente en diferentes compartimentos celulares con la ubicacion
principal de SOD1 en el citoplasma y en el espacio intermembrana mitocondrial, SOD2 en

la matriz mitocondrial, y SOD3 en los fluidos extracelulares (Okado y Fridovich, 2001).

Los peroxidos, incluyendo los generados por la SOD, se convierten en agua y
oxigeno en la célula principalmente por la catalasa, glutation peroxidasas, y
peroxirredoxinas. La catalasa se expresa de forma ubicua entre los tejidos de los mamiferos
y se encuentra principalmente en los peroxisomas. La funcion catalitica primaria de la
catalasa es la descomposicion de peroxido de hidrogeno a oxigeno y agua (Halliwell y
Gutteridge, 1989). En general, las peroxidasas de glutation (GPx) pueden reducir los
peroxidos (incluyendo perdxido de hidrogeno y los hidroperdxidos de lipidos) a formas
menos toxicas, incluyendo agua y alcoholes. Existen 8 tipos de GPxs que difieren en la
localizacion del tejido y la especificidad de sustrato; sin embargo, s6lo GPx1 y GPx4 se
expresan de forma ubicua. La glutation peroxidasa 1 (GPx1), la isoforma mas abundante
de los mamiferos, es responsable de gran parte de la desintoxicacion del H,O, en el
citoplasma. GPx4 se expresa en niveles bajos, y su especificidad es para la desintoxicacion
de perdxidos de lipidos, incluyendo fosfolipidos hidroperoxidos e hidroperoxidos de

esteres de colesterol (Halliwell y Gutteridge, 1989).

Las peroxirredoxinas (Prdx) son una clase de antioxidantes relativamente recién
descubiertas que pueden reducir el perdxido de hidrogeno, peroxinitrito, y una gama
diferentes de hidroperdxidos orgédnicos. Al menos 6 isoformas diferentes Prdx se han
descubierto en las células de mamiferos, cada uno con localizacion celular especifica en la
mayoria de los compartimentos celulares, incluyendo citosol, nicleo, mitocondrias, y el
complejo de Golgi (Wood et al., 2003). Ademas, las tiorredoxinas (Trx) catalizan la
reduccion de los enlaces disulfuro en multiples proteinas sustrato. A través de esta
reaccion, TRX actian como antioxidante a través peroxirredoxinas y mediante la reduccion
de disulfuros en proteinas y sulfoxidos metionina (Powis y Monfort, 2001). Hay dos
formas de TRX en las células de mamiferos: La TRX1que se encuentra principalmente en
el citosol, mientras Trx2 es la forma mitocondrial. Las sulfoxido reductasas de metionina
(MSR) también pueden reparar los dafios de oxidacion a las proteinas porque pueden
reducir la forma oxidada de la metionina (sulféxido de metionina) de nuevo a la metionina

no oxidada (Stadtman, 2006).
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I1.1.3.2. Mecanismos antioxidantes no enzimaticos

En la segunda linea de defensa, antioxidantes secundarios reducen, o eliminan ERO / ERN
y otras especies reactivas antes de que ataquen moléculas biologicas. Estos antioxidantes al
reaccionar con un radical libre le ceden un electrén oxidandose a su vez y transformandose
en un radical libre no toxico y que en algunos casos puede regenerarse a su forma reducida
por la accion de otros antioxidantes y de esta forma evitan las reacciones en cadena.
Ejemplo de ellos tenemos: las vitaminas C y E, carotenos, fenoles, glutation reducido
(GSH), acido lipoico, acido urico, bilirrubina, albumina, ubiquinona entre otros (Liu y
Gaston, 2010; Kuiper et al., 2011; Bian et al., 2012; Lebold y Traber, 2014; Niki, 2014;
Forman et al., 2014).

El glutation, un tripéptido compuesto de cisteina, glutamato y glicina es el tiol
intracelular mas abundante (1 a 10 mM) en la célula, constituye un factor determinante en
el mantenimiento del estado redox celular. EI GSH desempefia un papel critico en la
regulacion de una variedad de funciones celulares, incluyendo la detoxificacion de
xenobioticos, la sintesis de ADN y de otros compuestos endogenos, la modulacion de la
expresion génica, y la regulacion del ciclo celular. Sin embargo, la funcidn mas importante
y bien conocida del GSH es la defensa antioxidante. El glutation puede reducir el peroxido
de hidrogeno y peroxidos de lipidos a través de reacciones catalizadas-GPx. Otro
mecanismo importante mediante el cual GSH ejerce su funcion antioxidante es mantener
los residuos de cisteina las de proteinas en su forma reducida a través de reacciones

catalizadas por glutaredoxina y sulfiredoxina (Liu y Gaston, 2010).

La pareja de GSH/GSSG es considerada como el arbitro principal del estado redox
de las células debido a que es de 2 a 4 o6rdenes de magnitud mayor que otros pares redox y
también estd metabolicamente vinculado a los pares redox menos abundantes de
donaciones directas o indirectas de equivalentes reducidos para la reduccion de sus formas
oxidadas. El componente funcional clave de GSH es el grupo tiol en el residuo de cisteina,
que puede actuar tanto como un agente reductor y como un agente nucleofilico. Una
caracteristica unica de las reacciones de oxidacion / reduccion del GSH es que implican
transferencias de dos electrones, mientras que otros pares redox implican electrones
individuales; por lo tanto, es un reductor altamente versatil, sirviendo de multiples

funciones fisiologicas, incluyendo el secuestro de radicales por reacciones directas,
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proporcionando equivalentes reducidos para la eliminacion del H>O, y perdxidos de lipidos
mediado por enzimas, el mantenimiento de los grupos tioles de proteinas, la conjugacion y

la excrecion de xenobidticos, entre otros (Lu, 2009).

En la eliminacion del H,O, (reaccion 1), el GSH se oxida a glutation disulfuro
(GSSQG), que puede ser excretado de las células o reconvertido a GSH por la actividad de
NADPH dependiente de disulfuro de la glutation reductasa (reaccion 2). EI GSSG también
puede reaccionar con los residuos de proteina para formar disulfuros mixtos (reaccion 3).
Los mecanismos por el cual las células mantienen la homeostasis intracelular del GSH
incluyen el ciclo redox y la nueva sintesis. El ciclo redox del GSH, catalizada por GSSG
reductasa, evita la pérdida de GSH en forma de GSSG que se genera durante la reduccion
de diversos oxidantes con GSH, mediante la reduccion de GSSG de nuevo a GSH (Liu y

Gaston, 2010).

Glutation peroxidasa

H,0, + 2GHS > GSSH+2 H,0 (1)

GSSG reductasa
GSSG+NADPH +H'— 5 2 GSH + NADP* (2)

Pr-S (H) + GSSG > Pr-SSG+GSG )

La capacidad del acido ascorbico para mostrar propiedades antioxidantes esta
relacionada con el hecho de que el radical dehidroascorbato es menos reactivo que muchos
de los radicales que pueden ser secuestrados por el ascorbato (Lane y Lawen, 2009).
Existen sistemas enzimaticos intracelulares in vivo para reducir este radical del ascorbato
usando NADH (la enzima reductasa NADH-semidehidroascorbato) o GSH (la enzima
reductasa de dehidroascorbato) como fuentes de poder reductor. El 4cido ascoérbico en los
fluidos extracelulares humanos se agota rapidamente bajo condiciones de estrés oxidativo

(Kuiper et al.; 2011).

La vitamina E tiene ocho isoformas, a, B, v, y d-tocoferol (cadenas saturadas) y a,
B, v, y &-tocotrienol (cadenas insaturadas) dependiendo de las posiciones y numeros de
grupos metilo. Los tocoferoles y los tocotrienoles correspondientes tienen la misma
capacidad de eliminacion de los radicales libres. Todos los tocoferoles son antioxidantes,

sin embargo y y & son antioxidantes mas potente que los otros debido a su carbono 5 no
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metilado (Traber, 2006). La reactividad relativa de las formas a, B, y y 6 hacia los radicales
de oxigeno disminuye en el orden de o > § = y> & (Yoshida et al., 2003; Niki, 2009; Niki,
2014). Notablemente, o-tocoferol tiene la mayor biodisponibilidad debido a su mayor
afinidad por la proteina de transferencia y la baja tasa de metabolismo. a-Tocoferol, un
antioxidante soluble en lipidos, es una de las ocho formas de vitamina E sintetizadas por
las plantas y la unica forma que cumple con los requerimientos de vitamina E en humanos

(Food and Nutrition Board, 2000).

El a-tocoferol retarda la peroxidacion lipidica por interrupcion de la cadena de
propagacion de radicales peroxilos antes de que estos puedan reaccionar con las proteinas
y acidos grasos de las cadenas laterales. Estos antioxidantes pueden inhibir la produccion
de radicales libres a través de la quelacion de metales de transicion, interrumpiendo las
reacciones en cadena y reduciendo las concentraciones de EROs (Fontham, 1994; .Kohen y
Gati, 2000; Niki y Noguchi, 2004; Vlachodimitropoulou et al., 2010). La vitamina E es
incapaz de inhibir la iniciacion de la oxidacion de lipidos, pero puede romper la
propagacion de la cadena. a-Tocoferol neutraliza los radicales peroxilos durante la
propagacion e impide la reaccion en cadena de la peroxidacion lipidica. La vitamina E
probablemente no es un secuestrador eficiente in vivo del radical hidroxilo, alcoxilo, el

didxido de nitrogeno, ozono, hipoclorito, y el singlete de oxigeno (Niki, 2014).

El efecto antioxidante in vivo de la vitamina E como un secuestrador del radical
peroxilo se puede evaluar a partir de los niveles de peroxidos de los éacidos grasos
poliinsaturados: isoprostanos, neuroprostanes, 7 B-colesterol y 7- ketocolesterol. El efecto
inhibidor contra la peroxidacion lipidica depende de la concentracidn, la distribucidn, y la
composicion de los lipidos y &cidos grasos, asi como la reactividad y la concentracion del
antioxidante. La reactividad de los radicales peroxilo hacia los lipidos se presenta en el
siguiente orden: AGPI > Colesterol > acidos grasos monoinsaturados > &cidos grasos
saturados. El tipo de lipidos y la composicion de acidos grasos varian notablemente entre
los tejidos y, posiblemente, entre las personas y dependen también de la dieta. El acido
araquidonico y acido docohexaenoico son los principales AGPI en el cerebro y la retina.
La vitamina E debe ejercer efectos beneficiosos en la inhibicion de la peroxidacion
lipidica, la prevencién y tratamiento de diversas enfermedades en las que el estrés
oxidativo por radicales libres est¢ involucrado, cuando se administra al sujeto en el

momento adecuado y durante el tiempo necesario.
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Los antioxidantes dietarios vitamina C, vitamina E y los carotenoides proporcionan
un sistema antioxidante integrado con el glutation para la eliminacion de los radicales
libres y la proteccion del dafio oxidativo. Cuando el a-tocoferol reduce los radicales
peroxil a hidroperdxidos lipidicos, la enzima glutation peroxidasa selenio-dependiente
(GPx4) convierte el hidroperoxido a los hidroxidos de lipidos menos toxicos a expensas de
glutation. La vitamina C reduce el radical a-tocoferol, regenerando el a-tocoferol activo.
Posteriormente, el ascorbato se regenera a expensas del glutation. Este sistema
antioxidante ascorbato-tocoferol-GSH es auto-regenerado a expensaa de un gasto de
energia (NADH, NADPH). El mantenimiento de esta red antioxidante es crucial para
proteger las membranas celulares contra la degradacion mediada por radicales (Lebold y

Traber, 2014).

El acido o-lipoico (a-LA) es un cofactor esencial de los complejos
multienzimaticos que estan asociados con las reacciones de transporte de electrones
mitocondriales en el metabolismo de la energia celular. a-LA y su forma de acido ditiol
dihidrolipoico (DHLA) también se consideran potentes eliminadores de radicales libres y
se han utilizado para prevenir o reducir el dafio inducido por especies reactivas del
oxigeno. Ademas, el sistema a-LA-DHLA recicla la potencia antioxidante de GSH,
vitamina C, vitamina E, y la coenzima Q10, manteniendo asi el estado celular reducido en
la lucha contra el estrés oxidativo. Ademas, los efectos beneficiosos de o-LA estan
mediadas a través de los efectos antioxidantes indirectos por la regulacion positiva de la
hemo oxigenasa-1 (una enzima con funcion antioxidante) y también pueden transmitir una

respuesta dependiente de la desintoxicacion Nrf2 fase II (Cheng et al., 2011).

Las células han desarrollado mecanismos de adaptacion para soportar el estrés
oxidativo. Estos incluyen una bateria de proteinas protectoras/defensivas que protegen a las
células contra el estrés oxidativo y promueven la supervivencia celular. Se incluyen entre
estas proteinas las de defensa de fase II, como las que participan en la biotransformacion
de xenobidticos y drogas (NAD(P)H: quinona oxidorreductasa 1 (NQOI1), HNR:
oxidorreductasa quinona 2 (NQO?2), glutation S-transferasa (GST), y moléculas tales como
el glutation reducido y metalotioneinas). La bateria de proteinas citoprotectoras también
incluye transportadores de farmacos que juegan papel importante en la entrada y salida de
las drogas; las proteinas antiapoptdticas Bcl-2 y Bel-XL, que evitan la muerte celular por
apoptosis y promueven la supervivencia de las células; y el proteasoma que remueve la

oxidacion y dafio de las proteinas (Niture et al., 2014). Los genes citoprotectores se
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expresan y se inducen en respuesta a xenobioticos, antioxidantes, oxidantes, metales
pesados y luz UV de manera ubicua. La induccion de estos genes es parte de un
mecanismo oxidativo/electrofilo en defensa por el estrés incluyedo la induccidon coordinada
de mas de 200 genes. Tanto la expresion constitutiva e inducible de los genes de defensa

estd regulado por el elemento de respuesta antioxidante (ARE) (Niture et al., 2014).

La localizacion anatomica profunda del color amarillo de los carotenoides pueden
reducir la exposicion de los fotorreceptores y del epitelio pigmentario de retina (EPR) a la
Iuz azul y con esto, disminuir la produccion foto-mediada de las especies reactivas de
oxigeno, tales como el singlete de oxigeno. La luteina y la zeaxantina son también
excelente secuestradores del oxigeno singlete; sus capacidades son superiores a la del a-
tocoferol. La funcion antioxidante de estos carotenoides en la proteccion al EPR de la foto-
oxidacion es por dos mecanismos diferentes: el bloqueo de la luz azul dafiina y extincion
de especies reactivas del oxigeno. También se sabe que la luteina y la zeaxantina dietética
juegan un papel importante en la modulacion de la respuesta inflamatoria. La
suplementacion de estos carotenoides en el EPR protege al proteoasoma de la inactivacion
y atentia los cambios en la expresion de estos genes relacionados con la inflamacion. Este
puede ser uno de los mecanismos por los que la luteina y la zeaxantina dietética modulan la
inflamacion ocular sistémica para reducir el riesgo de degeneracion macular asociado a la

edad (Bian et al., 2012).

El aumento en la ingesta dietética de uvas o de luteina/zeaxantina es suficiente para
evitar la oxidacion del EPR, el dafio al citoesqueleto, y la pérdida de la vision. Esto sugiere
que la pérdida de la funcién de los fotorreceptores se produce como consecuencia del dafo
oxidativo al EPR. La falta de un beneficio en la funcidon normal de la retina sugiere que
estos antioxidantes dietarios previenen la pérdida de la vision especificamente causada por
el patoldgico estrés oxidativo mas que la mejora de la funcion visual de forma
independiente. E1 EPR humano acumula dafio oxidativo con la edad y en las personas con
alta carga oxidativa, como los fumadores, tienen un mayor riesgo de desarrollar una
degeneracion macular. El aumento a largo plazo de la ingesta de antioxidantes por la dieta
probablemente reduce el dafio oxidativo al EPR en el ojo humano y puede retrasar la

aparicion de la deficiencia visual relacionada con la edad (Yu et al., 2012)

Los antioxidantes mas abundantes en la dieta son los polifenoles. Estos

proporcionan recursos valiosos a la medicinas natural contribuyendo a la prevencion y/o
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tratamiento de enfermedades degenerativas (por ejemplo enfermedades cardiovasculares y
cancer) (Forman et al., 2014). Los polifenoles (mayoritariemente flavonoides) brindan
proteccion a las células y tejidos, siendo sus efectos antioxidantes bien establecidos en
modelos in vitro o en animales. La actividad antioxidante de los compuestos fenolicos se
asocia principalmente con tres procesos: 1) los aumentos de los niveles de GSH
intracelular; 2) el bloqueo de la entrada del Ca%; 3) el secuestro de radicales libres y
especies reactivas, junto con la inhibicion de la formacion y propagacion de reacciones de
radicales libres a través de la quelacion de iones de metales de transicion (Rice-Evans et
al., 1996; Sanchez-Gallego et al., 2010). Por lo tanto, el descubrimiento de polifenoles

especificos con mejor eficacia y potencia antioxidante seria ttil para aplicaciones clinicas.

Los polifenoles que actian como potentes antioxidantes in vitro, se conoce
actualmente que inducen sistemas enzimaticos in vivo. Investigaciones recientes muestran
que compuestos fenolicos y algunos otros fitocompuestos, mas que actuar como
antioxidantes quimico in vivo generan sefiales para la induccion de enzimas protectoras e
incrementan sus niveles a través de las vias de transduccion de sefiales alterando la
expresion de genes, particularmente el factor nuclear erithroide 2 (Nrf2) (Bian et al., 2012;
Forman et al., 2014). Algunos compuestos aromaticos que inicialmente se pensd que
actuaban como antioxidantes secuestradores de radicales libres también inducen estas
enzimas mediante la transcripcion de estos genes. El metabolismo o ciclaje redox de
compuestos fenolicos generan quinonas (electrofilos) y H,O, que pueden activar el

elemento de respuesta electrofilica (EpRE o ARE) (Forman et al., 2014).

En la tercera linea de defensa, compuestos antioxidantes terciarios y las enzimas de
reparacion del dafio reconstituyen las membranas y tejidos. Estd constituido
fundamentalmente por proteinasas, fosfolipasas, endo y exonucleasas, ADN glicosilasas,

peroxidasas y metionina sulfoxido reductasas cuyas funciones son:

e Reparacion directa del dafio a proteinas, ADN, ARN, lipidos y carbohidratos
e Degradacion de las moléculas oxidadas conservando estructuras béasicas no dafiadas
(aminoacidos, nucleotidos y acidos grasos).

e Eliminacion de los productos dafiados irreversiblemente. (Forman et al., 2014).

Por lo tanto los antioxidantes actuan en cooperacion y de forma sinérgica en la red de

defensa para hacer frente al estrés oxidativo. Por otra parte, los bajos niveles de estrés

27



oxidativo inducen una respuesta adaptativa, lo que acelera la produccion de proteinas y
enzimas antioxidantes y los transfiere al sitio correcto en el momento adecuado y en las

cantidades correctas (Niki, 2014).

I1.1.3.3. Mecanismo antioxidante segin via de entrada

Otra clasificacion es la que divide a los antioxidantes en exdgenos o que ingresan a través
de dieta o suplementos, requiriendo continua reposicion y los enddgenos que son

sintetizados por la propia célula.

Entre los enddgenos tenemos:

e Enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (selenio (GPx), peroxidasas, tiorredoxinas (Trx).

e Antioxidantes preventivos que son secuestradores de metales de transicion
(transferrina, lactoferrina, ferritina, ceruloplasmina, albiumina, haptoglobina)

e Sustancias endogenas con capacidad antioxidante (GSH, wurato, bilirrubina,

ubiquinonas, etc) (Bian et al., 2012).

Entre los exdgenos estan:

e Naturales: Se encuentran en los alimentos y se incorporan a través de la dieta
(Vitamina E, vitamina C, B-carotenos, acido lipoico, selenio y compuestos
fenolicos).

e Sintéticos:

1. Preventivos secuestradores de metales de transicion (deferroxamina).

2. Capturadores de EROs (pirrolopirimidinas con esqueleto BHT, n-acetil-cisteina,
antiinflamatorios no esteroidales).

3. Inhibidores de xantina oxidasa (alopurinol) y de la NADPH oxidasa (oxatomida).

4. Enzimas antioxidantes de uso terapéutico (PEG_SOD, deferral/MnllII).
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5. Vitaminas y oligoelementos (Vitamina E, C, zinc, selenio, hierro) (Bian et al.,

2012).

I1.1.4. EROs y enfermedades

Una desbalanceada y prolongada produccion de radicales libres causa el estrés oxidativo y
contribuye a la patogénesis de multiples enfermedades, incluyendo cancer, diabetes,

enfermedades cardio-vasculares, neurodegeneracion, inflamacion y enfermedades oculares.

Durante la iniciacion del cancer las especies reactivas del oxigeno inducen dafios al
ADN conduciendo a mutaciones genéticas y alteraciones estructurales al ADN. Las EROs
pueden crear algunas alteraciones en los genes supresores de tumores e incrementar la
expresion de proto-oncogenes. Recientemente ha sido reportado que las EROs disminuye
la expresion de enzimas reparadoras del ADN, al inducir mutaciones al ADN mitocondrial
deteriorando la cadena de transporte de electrones e incrementando la produccion de
especies reactivas. Ademas las EROs pueden activar vias especificas de sefializacion que
contribuyen al desarrollo del tumor por regulaciéon de la proliferacion celular,

angiogénesis, procesos de metastasis e inestabilidad genética (Rebillard et al., 2013).

El estrés oxidativo ha emergido como un factor critico en la iniciacion y desarrollo
de la diabetes y esta acompafiado por una incrementada generacion de EROs. Un dafio
celular y tisular ocurre en circunstancias patologicas tales como la exposicion prolongada a
la glucosa causando una elevacion en los niveles de radicales libres y una reduccion de la
produccion antioxidante. Evidencias cientificas soportan la capacidad del estrés oxidativo
en el deterioro de la angiogénesis, de la funcion de las células progenitoras del endotelio
(EPC) y de la movilizacion de las células progenitoras circulante (CPC). (Styskal et al.,

2013).
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I1.2. Anatomofisiologia Ocular

I1.2.1. Estructuras anatémicas del ojo

El ojo o globo ocular es el 6rgano de la vision. Esta formado por dos segmentos de esferas

de diametro diferente y que reciben la denominacién de segmento anterior y segmento

posterior. El segmento anterior, representa un sexto del globo ocular y es mas prominente

que el segmento posterior, que comprende cinco sextos de la circunferencia total del globo

ocular. A su vez, el ojo esta compuesto por tres tinicas o capas concéntricas y por los

elementos contenidos en su interior. De fuera a dentro, estas tres capas son:

Capa fibrosa o externa, constituida por la cornea y la esclerética o esclera.

Capa intermedia, vascular o uvea, que contiene el iris, el cuerpo ciliar y la coroides.

Capa interna o nerviosa, también denominada retina (Subczynski et al., 2010)..

Ora serrata
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Imagen. Estructura del globo ocular

30



La retina humana es de aproximadamente 0,2 mm de espesor y tiene un area de
aproximadamente 1 100 mm?®. La retina posee unos 200 millones de neuronas. El disco
optico, donde las células neuronales se fusionan para formar el nervio optico, es la unica
area de la retina que es "ciego" ya que carece de fotorreceptores. La macula es la parte
posterior central de la retina y tiene la mayor concentracion de fotorreceptores, que
facilitan la vision central y proporciona la agudeza visual con mas alta resolucion (Bian et
al., 2012). En el centro de la macula se encuentra la fovea, una depresion con alta
concentracion de células de cono, responsable de la vision central. Un aumento en la
ingesta dietética de luteina y zeaxantina aumenta la densidad optica del pigmento macular

y proporciona una mejor proteccion contra la fotooxidacion (Connolly et al., 2011).

Aunque la retina es una estructura multicapa compleja, puede ser funcionalmente
dividida en dos partes: la retina neural, compuesta por fotorreceptores (conos y bastones) y
sus conexiones neuronales, responsable de proceso de foto-transduccion; y el Epitelio
Pigmentario de la Retina (EPR) y su lamina basal conocida como membrana Bruch's que
mantienen la integridad entre la retina y la coroides. EI EPR se compone de una monocapa
polarizada de células hexagonales pigmentadas (melanina), y su integridad es esencial para

la vision. La melanina en el EPR actia en contra de EROs protegiendo la retina neural.

El EPR se encuentra adyacente a la retina externa, donde se llevan a cabo funciones
esenciales para la supervivencia de los fotorreceptores. Sus principales funciones son el
transporte de agua, iones, y nutrientes; captacion de la circulacion de la vitamina A, su
almacenamiento como éster, su conversion a retinol y su transferencia a los
fotorreceptores; eliminacion de material de desecho acumulado en los fotorreceptores; la
fagocitosis diurna y la digestion de los segmentos exteriores de los fotorreceptores;
absorcion de la luz; proteccion contra la foto-oxidacion, y la secrecion de factores
esenciales para el mantenimiento de la integridad estructural de la retina (Burke y

Hjelmeland, 2005; Strauss, 2005; Yu et al., 2012; Bian et al., 2012).

La retina es una parte del sistema nervioso central (SNC), que percibe y procesa la
informacion visual. Pero los fotorreceptores de la retina son altamente susceptibles a la
oxidacion porque estan expuestos a una gama de intensidades de Iuz (Tanito et al., 2002).
El EPR esta en alto riesgo de estrés oxidativo, ya que reside en un entorno de alta tension
de oxigeno y se expone a la luz azul fototoxica (Wu et al., 2006). Entre las especies

reactivas del oxigeno a las que se exponen las células epiteliales de la retina se reportan al
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peroxido de hidrogeno. Al igual que en la mayoria de las células, el H,O, se genera durante
el metabolismo normal del oxigeno en la mitocondria. En el EPR, el H,O, también se
produce durante la fagocitosis diaria de los segmentos externos de los fotorreceptores y se
genera como consecuencia de la irradiacion de la luz sobre el pigmento de melanina

(Korytowski et al., 1987; Kaczara et al., 2010).

11.2.2. Cultivo Celular ARPE-19 (ATCC 2302)

Las células ARPE-19 (American Type Culture Collection (ATCC 2302)) es una linea
celular humana del epitelio pigmentario de la retina (EPR). Derivada en 1986 de ojos
normales de un joven de 19 afos de edad que muri6é de un trauma craneal en un accidente
vehicular. Las células surgen espontaneamente con cariologia normal formando
monocapas epiteliales polarizadas sobre filtro poroso. La linea celular se establecio por
tripsinizacion selectiva de un cultivo primario de EPR resultante en una poblacion
uniforme de células altamente epiteliales, que presentan un fuerte potencial de crecimiento
(Dunn, 1996). ARPE-19 tiene propiedades estructurales y funcionales caracteristicas de las
células del EPR in vivo y sugieren que esta linea celular es valiosa para estudios in vitro de

fisiologia de la retina del epitelio pigmentario.

ARPE-19 es una linea de célula adulta humana que muestra muchas propiedades
diferenciadas del epitelio pigmentario de la retina in vivo. Por ejemplo, las células ARPE-
19 expresan proteinas-EPR especifica, como RPE65 y retinaldehido-unida a proteina
celular (Hanneken et al., 2006; Vogel et al., 2007). Otras caracteristicas del EPR
especificas de células ARPE-19 incluyen polarizacion morfoldgica y funcional cuando se
siembran sobre filtros recubiertos, la formacidén de una estrecha union, alta resistencia
transepitelial, expresion y secrecion de factores de crecimiento vascular (VEGF) y del
factor derivado del epitelio pigmentario (Geisen et al., 2006). Por lo tanto, la linea celular
ARPE-19 es la linea de células mas comunmente utilizada en la investigacion de los ojos.
Informes recientes indican que ARPE-19 y las células primarias fetales humanas del EPR

tienen una sensibilidad similar a los oxidantes y otros tipos de estrés celular (Zhang et al.,
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2008). Los compuestos que protegen células ARPE-19 del dafio oxidativo también

protegen a las células del EPR fetales humanas primarias.

11.2.3. Patologias oculares asociadas al estrés oxidativo

Los ojos estan en constante riesgo de sufrir dafio oxidativo debido a la alta exposicion al
oxigeno, y a la presencia de una gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados formando
parte de la retina. Ademas se someten a una elevada exposicion a la luz, a contaminantes
ambientales, al humo del tabaco y a los rayos ultravioletas (Wu et al., 2006; Kaczara et al.,
2010). El estrés oxidativo al cual estd sometida la capa de células del EPR con el tiempo
produce la disfuncién del tejido, contribuyendo al desarrollo de la patogénesis de muchas
enfermedades del aparato visual como son: la degeneracion macular relacionada con la

edad (DMA), retinopatia diabética y las degeneraciones hereditarias de la retina.

El lente del ojo humano es muy vulnerable al estrés oxidativo. Los lentes ricos en
proteinas dependen de la capacidad de diversos antioxidantes y enzimas para mantener las
proteinas en un estado reducido y garantizar su transparencia (Yu et al., 2013). La extensa
oxidacion de proteinas y lipidos en el cristalino se asocia con las cataratas en humanos.
Una proporcion significativa de las lentes y del humor acuoso tomados de pacientes con
cataratas han mostrado elevados niveles de H,0,. Debido a que las concentraciones de H,0,
que se encuentra en las cataratas, pueden causar la opacificacion del cristalino y producir
un patron de oxidacion similar a la encontrada en la catarata, se reporta que el H,0; es el
principal oxidante involucrado en la formacion de cataratas. En los ojos normales humanos
se ha reportado un nivel de H,0, en el humor acuoso en el rango de 14-31 pM. Sin
embargo, en condiciones patoldgicas como la existente en 0jos con cataratas, el nivel de

H,0, diferia en 33 a 324 uM con una media de 189 uM. (Spector, 1998).

El estrés oxidativo contribuye a la aparicion y progresion de la degeneracion
macular asociada a la edad (DMAE). Debido a la alta tasa metabdlica y a la acumulacion
de lipofuscina con los afios, el EPR es un blanco perfecto del dafio fotoxidativo en el ojo
(Sparrow y Boulton, 2005). La mayor parte de la luz ultravioleta es absorbida por el

cristalino, la de alta energia, entre 400 y 500 nm, alcanza la retina y puede provocar
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fototoxicidad, fenémeno conocido como “efecto de riesgo por luz azul” (blue light hazard).
Esta energia luminosa provoca la generacion de radicales libres en los tejidos oculares,
promoviendo con ello la peroxidacion lipidica. El EPR es también una fuente importante
de citocinas que regulan la respuesta inflamatoria en la retina (Bian et al., 2012). Los
eventos patologicos moleculares y celulares incluyen la apoptosis de los fotorreceptores y
la acumulacion del pigmento lipofuscina en células del epitelio pigmentario, y aunque la
pérdida de la vision en la DMAE resulta de un dafio a los fotorreceptores en la retina, tiene
como patogénesis inicial la degeneracion de las células del epitelio pigmentario. En el
estrés fotoxidativo se produce la muerte de las células del epitelio pigmentario de la retina,

seguida de la muerte de los fotorreceptores.

La DMAE es una enfermedad multifactorial y la causa principal de ceguera en los
paises industrializados. El envejecimiento, antecedentes genéticos, el tabaquismo, los
factores dietéticos contribuyen a la enfermedad. La pérdida del epitelio pigmentario de la
retina con el envejecimiento estd relacionado con la degeneracion macular. Se manifiesta
cambios morfoldgicos difusos a nivel de la membrana EPR, Bruch's, y los fotorreceptores
asociados con una reduccion de la agudeza visual. Estos cambios consisten en una capa
continua de deposito laminar basal y escombros membranosos debajo de la macula. La
DMAE causa la pérdida de la agudeza visual por drusas, atrofia geografica, hemorragia

subretiniana y desprendimiento de retina sensorial serosa (Kim et al., 2003).

El EPR tiene un sistema de defensa antioxidante formidable que debe responder a
un entorno de alto estrés oxidativo. La capacidad de defenderse contra el estrés oxidativo
mediante la regulacion positiva en la defensa antioxidante es probable que sea un evento
crucial que media la iniciacion y progresion de la DMAE. El glutation y sus enzimas
relacionadas son parte de esta defensa antioxidante (Miranda et al., 2010). El Estudio de
Enfermedades de los ojos relacionada con la Edad (AREDS) mostré que los
micronutrientes antioxidantes reducen la progresion de la degeneracion macular

intermedia.

La luteina y la zeaxantina dietética desempefian papeles significativos en la
proteccion contra la pérdida de la vision de la DMAE. La luteina y la zeaxantina en la
retina pueden proteger contra la DMAE por dos mecanismos diferentes: el bloqueo de la
luz azul dafiina y el secuestro del de oxigeno reactivo (Li et al., 2010). Las evidencias

recientes indican que la luteina y la zeaxantina dietética tienen funciones anti-inflamatorias
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que reducen el riesgo de DMAE. La suplementacion con estos antioxidantes puede romper
parcialmente el circulo vicioso entre el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria en
células del EPR a través de la proteccion al proteosoma, de la inactivacion y atenuacion en
la expresion de genes relacionados con la inflamacion. Esto puede ser uno de los
mecanismos por los que luteina y zeaxantina dietética modulan la inflamacion ocular y

sistémica (Bian et al., 2012).

La retinitis pigmentosa es un grupo de trastornos hereditarios caracterizados por la
progresiva degeneracion de los fotorreceptores que conduce a la ceguera nocturna, pérdida
de la vision periférica, y posteriormente la pérdida de la vision central. Recientemente, el
estrés oxidativo ha sido implicado en la patogénesis de la retinitis pigmentosa. En
circunstancias desfavorables, las EROs pueden causar un tremendo estrés oxidativo sobre
los fotorreceptores de la retina y conducir a la muerte. Estudios recientes han demostrado
que el uso de combinacion de antioxidantes (zeaxantina, luteina, acido a-lipoico, y
glutation) reducen drasticamente el nimero de bastones fotorreceptores con ADN dafiado
por oxidacion y retrasa los procesos de degeneracion (Miranda et al., 2010). Komeima et
al., 2006 mostré que la inyeccion de otra combinacion de antioxidantes (a-tocoferol, acido
ascorbico, Mn (IIl) tetrakis porfirina, acido a-lipoico) disminuyo la muerte celular en

conos fotorreceptores en diferentes modelos de raton enfermos de retinitis pigmentosa.

La retinopatia diabética (RD) es una complicacion comin de la diabetes y una
causa principal de ceguera en adultos en edad activa. Aunque la retinopatia diabética se
considera una enfermedad vascular, varios informes demuestran que las neuronas de la
retina también se ven afectados, lo que conlleva a la pérdida de la vision (Gaspar et al.,
2013). Los cambios degenerativos en la retina incluyen aumentos de la permeabilidad
vascular, que conduce a edema macular y la proliferacion celular endotelial. La retinopatia
diabética es la causa mas frecuente de nuevos casos de ceguera entre los adultos de 20 -74
afios. Durante las dos primeras décadas de la enfermedad, casi todos los pacientes con
diabetes tipo 1 y el 60% de los pacientes con diabetes tipo 2 tienen retinopatia. Los
numerosos estudios han demostrado que las personas con retinopatia diabética tienen
exceso de riesgo de complicaciones vasculares sistémicas, incluyendo accidentes
cerebrovasculares, enfermedad coronaria, insuficiencia cardiaca y nefropatia (Alghadyan,

2011).
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El mecanismo exacto por lo que la hiperglucemia provoca la interrupcion vascular
visto en la retinopatia no esta claro. Ensayos clinicos a gran escala han identificado a la
hiperglucemia como la clave para el incremento en la produccion de especies reactivas de
oxigeno (superoxido, hidroxilo) a través de la activacion de la proteinquinasa C, del
aumento de la via del poliol y de la glicosilacion no enzimadtica de proteinas. El estrés
oxidativo causado por la formacion de radicales libres como resultado de la hiperglucemia
y las vias bioquimicas anteriormente mencionadas conducen a dafios en la vasculatura de
la retina. Se encontré que los antioxidantes tales como la vitamina E podrian prevenir

algunas de las disfunciones vasculares asociada con la diabetes (Fong et al., 2004).

El glaucoma primario de angulo abierto (GAA) es una neuropatia dptica progresiva
y tal vez, la forma mas comin de glaucoma. Es bien sabido que el GAA es una causa
importante de ceguera, y es la segunda causa de ceguera en todo el mundo. El glaucoma de
angulo abierto es una neuropatia Optica asintomatica, progresiva caracterizada por la
ampliacion del disco optico y pérdida del campo visual. La presion intraocular elevada
(PIO) es un factor de riesgo modificable para el glaucoma de angulo abierto, pero no es
diagnostico. La evidencia reciente apunta a una relacion entre el aumento del estrés
oxidativo y la tension en el nivel de la cabeza del nervio dptico, que afecta de algin modo
la funcion normal y la supervivencia de los axones de células ganglionares en esta region.
Entre las evidencias que apoyan la hipotesis de la conexion entre el estrés oxidativo y el
glaucoma de angulo abierto esté la ocurrencia de dafio oxidativo del ADN en portadores de
esta enfermedad, comprobado por el incremento de la 8-hidroxi-2-deoxiguanosina, un
producto de la alteracion oxidativa del mismo. También avalan la hipotesis del dafio
oxidativo en pacientes glaucomatosos el incremento a la resistencia del flujo en la camara
anterior del ojo en presencia de altos niveles de perdxido de hidrogeno, la abundante
actividad antioxidante de la malla trabecular, el incremento significativo en la actividad de
la SOD y glutation peroxidasa en el humor acuoso de estos pacientes y la afectacion que

produce el H,O; a la malla trabecular (Maydata et al., 2007; Peters et al., 2013).

El diagnoéstico temprano depende de examen del disco oOptico, la capa de fibras
nerviosas de la retina, y el campo visual. El tratamiento para el glaucoma consiste en la
reduccion de la PIO a un rango objetivo aceptable para evitar un mayor dafio del nervio
optico. Nuevos tratamientos para tratar directamente y proteger las células ganglionares de
la retina que se dafian en el glaucoma también estan en desarrollo (Quigley, 2011). El

glutation y las enzimas antioxidantes como la glutation reductasa y la glucosa-6-fosfato
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deshidrogenasa son claves en la proteccion contra el dafio oxidativo y quimico del
cristalino, la cornea y la retina. Los pacientes glaucomatosos tienen una predisposicion
genética en cuanto a la susceptibilidad al dafio inducido por ERO, dado por una deleccion
muy frecuente del gen que codifica la glutation transferasa (glutation-S-transferasa M 1), un

producto clave en la respuesta antioxidante (Funk et al., 2004).

I1.3. Métodos de Induccion al Reto Oxidativo con H,0O,

El peroxido de hidrogeno es un constituyente fisiologico de las células y continuamente es
producido por diversas vias celulares. E1 H,O, es una molécula pequefia, sin carga que
facilmente atraviesa las membranas celulares y se localiza en multiples compartimentos
sub-celulares. La concentracion intracelular del H,O, es estrechamente controlada por
varios sistemas de defensas enzimaticos y no enzimaticos y se asume que varia entre 1-700
nM. Concentraciones intracelulares en estado estacionario por encima de 1 pM son
consideradas que causan estrés oxidativo induciendo paradas celulares y muerte celular

(Gulden et al., 2010).

Numerosos estudios han analizado la respuesta de los cultivos celulares al H,O,
cuando es adicionado al medio de cultivo como simple o repetidos pulsos (Kaczara et al.,
2010; Sobotta et al., 2013; Pickering et al., 2013; Panieri et al., 2013; Zhang et al., 2014).
Usualmente el proposito de estos experimentos es investigar la respuesta celular al estrés
oxidativo como puede ocurrir naturalmente en condiciones de patologias cronicas. Muchos
de estos estudios han sido conducidos por adicion de H,O, diluido al medio de cultivo
celular (tratamientos por pulsos o bolos) asumiendo que estos al menos parcialmente

mimetizan condiciones y respuestas que pueden ocurrir in vivo.

Debido a que el H,O, es generado continuamente in vivo a niveles de “estado
estacionario” fluctuante alrededor de las concentraciones submicromolar (Gardner et al.,
1997; Sobotta et al., 2013), la exposicion celular a un persistente flujo de H,O, representa
un método de liberacion que se asemeja a condiciones fisiologicas. Situaciones in vivo
pueden ser mejor representadas por prolongadas exposiciones (varias horas) a

concentraciones muy bajas (en el rango de bajos micromolares o submicromolar) del H,O,
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exogeno. Una alternativa a la inestabilidad de los tratamientos en pulso es el método
acoplado a una enzima/sustrato que permite la generacion extracelular continua del H,O,.
Los métodos de glucosa/glucosa oxidasa y xantina/xantina oxidasa han sido usados para la
generacion continua del oxidante en lineas celulares (Kaczara et al., 2010; Panieri et al.,
2013). El H,O, exogeno es degradado por catalasa y peroxidasas celulares. Un sistema
acoplado a dos enzimas: glucosa oxidasa/catalasa (GOx/CAT) permite la exposiciéon a un

“estado estacionario” con niveles bajos de produccion del H,O; (Sobotta et al., 2013).

El tratamiento con peréxido de hidrogeno sobre cultivos celulares es un modelo
comunmente empleado para evaluar la susceptibilidad al estrés oxidativo o la eficiencia
antioxidante en diferentes tipos de células que estan en riesgo alto de dafio oxidativo, tales
como las células del epitelio pigmentario de la retina. El H,O, es utilizado en muchas
investigaciones de estrés oxidativo en el cual el agente oxidante ha sido adicionado al
medio de cultivo de la inmortalizada linea celular del EPR (Kim et al., 2003; Kaczara et

al., 2010; Zhang et al., 2014).

I1.3.1. Métodos de adicion al medio

En modelos experimentales usados para investigar las funciones fisiologicas y efectos
toxicos del H,O,, los cultivos celulares son expuestos a adiciones de H,O, como pulsos o
bolos al medio de cultivo. En estos modelos una substancial variacion en las
concentraciones toxicas de H,O, pueden ser encontradas, variando desde < 10 uM hasta >
1000 uM. En lineas celulares de mamiferos en cuanto al perfil de respuesta al H,O, se ha
encontrado que muy bajos niveles (3 a 15 pM) causan estimulacion al crecimiento,
intermedios niveles (120 a 150 pM) inducen paradas de crecimiento temporales, altas
concentraciones (250 a 400 uM) causan paradas de crecimiento permanentes y
concentraciones elevadas (> 1mM) produce muerte celular. Aunque las concentraciones
citotoxicas de H,O, aplicadas in vitro en muchos casos son considerablemente superiores a

las concentraciones intracelulares (Gulden et al., 2010).

La respuesta de las células a una exposicion al oxidante aguda (sola dosis alta) o
cronica (repetidas dosis bajas o moderadas) es completamente diferente. Dependiendo del

dafo oxidativo, la exposicion aguda puede provocar una serie de mecanismos
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intracelulares de defensa antioxidante que neutralice el dafio causado, pero si no es
suficiente las células pueden morir por apoptosis o necrosis dependiendo de la extension
del dafio oxidativo. La adicidon exdgena del H,O, tiene un corto tiempo de vida media
debido a su rapida degradacion por enzimas o su descomposicion en presencia de metales

(Qenaei et al., 2014).

Muchos estudios conducidos por adicion de H,O, diluido al medio de cultivo
celular (tratamientos por pulsos o bolos) asumiendo que estos al menos parcialmente
mimetizan condiciones y respuestas que pueden ocurrir iz vivo. Sin embargo muchas veces
no queda claro que extension del tratamiento a pulso puede mimetizar situaciones
fisiologicas relevantes. El efimero tiempo de exposicion de las células a elevadas
concentraciones de peroxido de hidrogeno en los experimentos en bolos puede ser algo
atipico a lo que ocurre in vivo. Pocas investigaciones monitorean la cinética de degradacion
del peroxido de hidrégeno y toman en cuenta esa informacion para la interpretacion de los

resultados.

Estudios sobre la transitoria adaptacion al estrés oxidativo han involucrado
experimentos limitados a una exposicion simple aguda. Aunque es mas representativo del
estrés oxidativo real repetidas exposiciones a bajas concentraciones del oxidante lo cual
incrementa la tolerancia al estrés oxidativo dado a los cambios en la actividad del

proteosoma (Pickering et al., 2013).

En exposiciones cronicas los mecanismos de defensa antioxidantes de las células se
alteran como consecuencia de las repetidas exposiciones al oxidante, usualmente
provocando el desarrollo de una serie de respuestas adaptativas que son distintas a la
exposicion aguda. Debido a estas respuestas adaptativas las células pueden resistir dosis
toxicas altas del agente oxidante que pudieran de otra forma ser letales. Los sistemas vivos
pueden transitoriamente adaptarse a cambios temporales en los niveles de estrés a través de
una combinacion directa de activacion/desactivacion de enzimas y alteracion en los niveles
de expresion de genes. Esta transitoria adaptacion es llamada hormesis (Pickering et al.,

2013).

En células embrionarias de fibroblastos de raton (MEF) repetidas exposiciones con
H,0, parecen evitar la respuesta adaptativa al estrés si el intervalo entre exposiciones es
demasiado corto y/o el nivel del peroxido es muy alto en cada contacto. Por el contrario,

exposiciones repetidas de H>O, a intervalos de 12 h, especialmente a bajas concentraciones
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del oxidante potenciaron positivamente las adaptaciones al estrés y extendieron el periodo
de proteccion. Las exposiciones cronicas a bajos niveles del oxidante pueden potenciar y
extender las respuestas adaptativas, pero exposiciones cronicas a altos niveles del oxidante

evitan la adaptacion (Pickering et al., 2013; Sobotta et al., 2013).

11.3.2. Métodos enzimaticos extracelulares de generacion del H,O;

Aunque la adicion de H,O; a los cultivos celulares es un modelo comun de induccion del
estrés, su concentracion en el medio durante el periodo de tratamiento es usualmente no
determinado o controlado. Sin embargo la concentracion es de significancia porque los
efectos del H,O, son dependientes de la concentracion y determinan el rango de
sefalizacion fisioldgica. Los métodos de generacion enzimdtica son una alternativa de
generacion continua del perdxido de hidrogeno que pueden ser usados en cortos
tratamientos en cultivos celulares. Ademas las sostenidas concentraciones del H,O, han
sido logradas por largos periodos de tiempos. Los métodos de glucosa/glucosa oxidasa
(GOx) y xantina /xantina oxidasa (XO) han sido empleados para la generacion continua del
oxidante en lineas celulares y constituyen condiciones fisiolégicamente mas relevantes que
los que resultan de una simple adicion de alta concentracion de H,O,, especialmente para

modelar un estrés oxidativo cronico (Kaczara et al., 2010; Panieri et al., 2013).

El método de GOx es usado para la generacion continua del H,O, en modelos in
vitro 'y estudios in vivo. La oxidacion de la glucosa contenida en el medio DMEM (4
mg/ml) en presencia de GOX inicia la generacion de H,O, y 4cido glucénico en funcién de
la concentracion de la enzima (Kaczara et al., 2010; Sobotta et al., 2013; Gonzalez-Ramos
et al., 2013). Alternativamente xantina oxidoreductasa convierte la xantina e hipoxantina a
acido tirico con la generacion simultanea del anion superdxido, el cual se convierte a H,O,
espontaneamente o catalizado por la superdxido dismutasa. Una concomitante produccion
de anién superoxido y peroxido de hidrogeno ha sido reportado para este sistema enzima-
sustrato, aunque la restriccion impuesta a la carga negativa del anion superdxido limita su

difusion a través de la membrana (Shaeib et al., 2013; Panieri et al., 2013).
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Existen varias razones por las cuales GOx es una fuente de H,O, segura para la
aplicacion en los cultivos celulares, a diferencia a otras oxidasas como la xantina oxidasa,
glucosa oxidasa exclusivamente convierte el oxigeno a H,O, en relacion estequiométrica
simple (1:1), GOx genera continuamente bajos niveles de H,O, solamente (ninguna otra
EROs) de su sustrato glucosa, su producto D-glucunolactona es metabdlicamente inerte,
GOx funciona bien a pH fisiologico de 7.4, presenta una alta especificidad por su sustrato,
es estable y permanece activa completamente por encima de 24 h a 37°C, y GOx no
interfiere con la expresion de enzimas endogenas porque ella no existe en células de

mamiferos (Gonzalez-Ramos et al., 2013).

El H;O, es continuamente producido in vivo y permanece en un “estado semi-
estacionario” (H,O; ), su concentraciéon cambia a un ritmo mas lento que su reemplazo. El
nivel estacionario es mantenido usando un sistema de dos enzimas que acopla la GOx para
consumir el oxigeno y producir el H,O, y catalasa (CAT) que consume el HO, mientras
parcialmente reemplaza al oxigeno. La concentracion de H,O, a nivel celular depende de la
relacion de actividades de GOx y CAT que son adicionadas al medio de cultivo. Las
concentraciones de H,O,, constituye un método superior de liberacion del oxidante que

mimetiza los ajustes fisiologicos (Andrade et al., 2013; Sobotta et al., 2013).

El sistema GOx/CAT provee una alternativa al tratamiento de adicion a pulso en los
cultivos celulares que permite el mantenimiento de un nivel de H,O;, cercano al
estacionario en los cultivos por mas de 24 h. Mediante mezclas definidas de
concentraciones (actividades) de las dos enzimas y ajustando el volumen del medio (la
distancia de difusion del oxigeno molecular), una concentracion de estado estacionario del
H,0; en el rango de 0.15 a 10 uM y niveles de oxigeno de 0.5 a 21% pueden ser ajustados.
Matematicamente, la generacion del H,O, por acoplamiento de las actividades de GOx y
CAT puede seguir una cinética de pseudo-cero-orden para GOx (asumiendo un suministro
ilimitado de glucosa y oxigeno) y una clasica conducta de primer-orden para la catalasa

(Andrade et al., 2013; Sobotta et al., 2013).
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11.3.3. Método endogeno de produccion de H,O;

El peroxido de hidrégeno puede ser producido enddégenamente por inhibicion del complejo
III de la cadena de transporte de electrones mitocondrial usando antimycin A. Este selecto
inhibidor estimula la generacion de H,O, mitocondrial a nivel de estado estacionario. El
H,0O, generado por antimycin A dentro de la mitocondria en células de carcinoma de
pulmon (U1810) no indujo aparentes cambios en la viabilidad durante largos tiempos de
incubacion. Esto sugiere que el sitio de generacion influye en el efecto potencial sobre la

viabilidad celular (Panieri et al., 2013).

11.4. Bucida buceras

Desde hace varios afos se ha incrementado el uso de plantas medicinales, con el propdsito
de disminuir la incidencia de enfermedades (Calderon, 2013). Las plantas son fuente de
nuevos y mas eficientes antioxidantes, a los que la farmacologia puede recurrir para
neutralizar los radicales libres, producidos por el metabolismo celular y que estan
vinculados a diversas enfermedades (Kumar y Kumar, 2006). Esto ha resurgido la
busqueda de nuevas terapias alternativas, evaludndose extractos de plantas con resultados

satisfactorios (Calderon, 2013).

La familia Combretaceae que comprende desde hierbas, arbustos y arboles, se
distribuye aproximadamente en 20 géneros con 600 especies (de Morais Lima et al., 2012).
Reune numerosas especies que han sido estudiadas por su empleo con fines medicinales.
En estudios anteriores se ha reportado que algunas especies de esta familia tienen actividad
antioxidante (Cheng et al., 2003), asi como se ha revelado poseer un gran numero de

compuestos bioactivos y actividad antimicrobiana. (Coulidiati, 2009).

Todavia hay mucho para dilucidar de la actividad bioldgica de extractos crudos y
compuestos activos de estas plantas (Fyhrquist, 2007). Lo que deja un amplio campo para

investigar en los géneros de la familia Combretaceae.
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Bucida es un género perteneciente a la familia de las Combretaceae, el cual cuenta
con 6 especies. Una de ellas es Bucida buceras, nombrada cominmente como bucida, tcar
u olivo negro. Es un arbol que puede llegar a medir hasta 25 metros de altura y unos 100
cm de didmetro, es de hojas semiredondeadas-ovaldas y a veces concavas. Cuenta con
flores chicas, amarillas y se producen en primavera y verano. Da fruto de julio a
septiembre. Su distribucion va desde México hasta Guyana. Es principalmente usado como

arbol de sombra y es muy resistente a plagas y enfermedades
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IIL. JUSTIFICACION

El deterioro de la homeostasis redox normal y la consecuente acumulacion de
biomoléculas oxidadas ha sido vinculada a una gran variedad de enfermedades oculares
(cataratas, glaucoma uveitis, fibroplasia retrolental, degeneracion macular senil y varias
formas de retinopatia). Una de las causas de pérdida de vision ocurre a través del dafio
oxidativo a las células del epitelio pigmentario de la retina (EPR) dado a su elevada
vulnerabilidad al estrés oxidativo. Grupos investigativos, incluyendo el nuestro, estamos
centrados en entender los mecanismos del dafio celular inducido por especies reactivas del
oxigeno en las células del EPR y desarrollar estrategias antioxidantes para disminuir o

revertir este proceso.
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IV. HIPOTESIS

Si el peroxido de hidrogeno ocasiona dafio celular por el estrés oxidativo, entonces, la
dindmica de los métodos de induccion sobre las células ARPE-19 presentara diferencias en
su cinética de exposicion, en la respuesta celular y en el efecto retino-protector del

antioxidante.
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V. OBJETIVOS

V.1. General

Evaluar y comparar la modulacion de indicadores redox y de viabilidad celular del extracto
de Bucida buceras sobre células humanas del epitelio pigmentario de la retina inducido a

un estrés oxidativo.

V.2. Especificos

Evaluar el efecto cinético de degradacion del H,O; en el sistema a pulso.

Evaluar la produccion del H>O, por la enzima GOx.

Determinar la influencia de la concentracion celular sobre la eliminacion del H,0,.

Medir la respuesta celular a través de viabilidad celular por el método de MTT y de la
actividad de la caspasa-3 en los dos modelos de induccion.

Evaluar el potencial antioxidante del extracto de Bucida buceras mediante el secuestro del
radical DPPH, la inhibicion del H,O; y el poder reductor del hierro férrico (FRAP).
Cuantificar la concentracion de proteinas totales, caracterizar el perfil electroforético en gel
de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) en los lisados celulares.

Valorar el efecto redox sobre el nivel de glutation reducido (GSH), la concentracion de
peroxido de hidrogeno, el poder reductor y la actividad de las enzimas antioxidante
catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx).

Determinar la capacidad protectora al estrés oxidativo y a la muerte celular del extracto de

Bucida buceras en un modelo celular ARPE-19.
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VI. MATERIALES Y METODOLOGIA

VI.1. Cultivo Celular

Las células del epitelio pigmentario de retina normal humano (ARPE-19) se sembraron en
botellas de cultivo de plastico estériles (Corning, MA, EUA). Se cultivaron en medio
Modificado Dubelcco Eagle (DMEM) a pH 7.2 a 7.4, el cual fue suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich, EUA), penicilina/estreptomicina (1%), glutamina
(0.75%) y piruvato de sodio (1%) (Sigma-Aldrich). A este medio se le llama medio D10.
Las células se resembraron una vez por semana, levantandose con tripsina- EDTA al
0.25% (Sigma). Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 37°C en una incubadora
(Binder) con una atmésfera de 5% de CO;, y 90% de humedad. Se procedid a realizar los

experimentos una vez que el cultivo celular alcanzé un 80 a 90% de confluencia.

VI.2. Diseiio Experimental para la Induccion del Estrés Oxidativo con Peroxido de

Hidrégeno (H»0,)

VI1.2.1. Método de Adicion del H,0, al Medio de Cultivo

Una vez alcanzada la confluencia necesaria las células fueron contadas en una camara de
Neubauer en dilucion 1:10 con el colorante de exclusion Azul Tripan (Sigma-Aldrich). El
colorante es excluido activamente por las células vivas, mientras que en las células

muertas, el colorante difunde facilmente hacia el citoplasma.

Las células fueron depositadas (100 pL) en una densidad de 50,000 células por
pozo en placas de 96 pocillos y pre-incubadas durante 24 horas para su adherencia. Al dia

siguiente, se reemplazé el medio por 100 uLL de diferentes concentraciones (12.5, 25, 50,
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100, 200, 400, 800, 1200 y 1600 pM) de H,0, (Sigma) recién preparado y células sin
peroxido como control, en medio sin suero (DMEM) y con 10% de SFB (D10). La
concentracion de H,0, en el medio de cultivo fue monitoreada y la velocidad de
eliminacion fue determinada durante un intervalo de tiempo (0, 30, 60, 90, 120 min, 24 y
48 horas). Para determinar la potencia citotoxica del H,0, fue evaluada la viabilidad celular

a las 4 y 24 horas por el método de MTT.

Paralelamente fue monitoreado el mismo gradiente de concentracion de H,0, en
ausencia de células durante el mismo tiempo de exposicion con el oxidante para evaluar el
efecto del medio de cultivo sobre la cinética del peroxido. La concentracion de perdxido
fue medida por la oxidacion del hierro ferroso a férrico por el H,0, que forma un complejo

intensamente coloreado con el xilenol-naranja (ensayo de FOX).

Para evaluar el efecto citotoxico de la adicion del H,0, con tiempos de exposicion
cortos las células fueron depositadas (100 pL) en una densidad de 50,000 células por pozo
en placas de 96 pocillos y pre-incubadas durante 24 hrs para su adherencia. Al dia
siguiente, se reemplazd el medio por 100 pL de diferentes concentraciones (3.125, 6.25,
12.5, 25 y 50 mM) de H,0, (Sigma) recién preparado y se dejo en contacto durante 30 min

y 1 hora con el oxidante.

La determinacion de la influencia de la concentracion celular sobre la eliminacion
del H»0, y del potencial citotoéxico fue evaluado con diferentes nimeros de células. Las
células fueron cosechadas y subcultivadas en placa de cultivo de 48 pozos a una densidad
de 200,000, 400,000, 800,000 células/pozo en 0.5 ml de DMEM con 10% SFB. Tres
concentraciones de H,0, (800, 1000, 1600 pM) adicionados en pulso o 12.5, 25, 50
mU/mL de GOx fueron evaluadas para cada concentracion celular, células sin H,0,
sirvieron como controles. La eliminacion del H,O, fue determinado en un intervalo de

tiempo de 0-60 min.
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VI.3. Método de Generacion Enzimatica Continua Exogena del H,0, por Glucosa
Oxidasa (GOx)

Para la generacion enzimatica continua de H,0, los cultivos (5xlO4 cel/pozo) fueron
realimentados con medio DMEM con y sin 10% SFB. La glucosa oxidasa fue adicionada
al medio para iniciar la generacion del H,0, por la oxidacion de la glucosa contenida en
DMEM (4 mg/ml D-glucosa). Una solucion stock de GOx fue preparada por solubilizacion
de la enzima en 50 mM de buffer de acetato de sodio, pH 5.1, a una concentracion de 10

kU/ml y almacenada en alicuotas a -20°C.

Inmediatamente antes del uso una alicuota fue descongelada, diluida y adicionada
al medio de cultivo para producir concentraciones finales de 3, 5, 8, 12.5, 25, 50 y 100
mU/mL. Glucosa oxidasa fue también adicionada al medio de cultivo con y sin suero
carente de células para determinar la produccidon en ausencia de la monocapa células de

ARPE-19.

Después de la adicion del H,0, (pulso) o de GOx (generacion enzimatica) alicuotas
del medio de cultivo fueron retiradas a intervalos para determinar los niveles de H,0, y las

células fueron cosechadas en diferentes tiempos para el ensayo de citotoxicidad (MTT).

V1.3.1. Medicion de la concentracion de H»0, en el medio celular

Las concentraciones de peroxidos fueron medidas por modificacion del ensayo de
oxidacion del hierro ferroso a férrico y la formacion del complejo con el xilenol naranja
(Gil et al., 2003). Este ensayo esta basado en la habilidad de los peréxidos de oxidar los
iones ferroso Fe®" a iones férrico Fe’", el cual reacciona con el xilenol naranja para formar

un complejo coloreado intenso.

Una alicuota (50 uL) de medio con o sin suero en presencia o ausencia de células
ARPE-19 fue retirado del cultivo y mezclado con 500 uL del reactivo de FOX (listo para
usar). El reactivo de FOX contiene 25 mM de sulfato de amonio ferroso en 3.5 M de

H,SOs (solucion A) y 0.125 mM de xilenol-naranja sal disédica (solucion B).
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Inmediatamente antes del uso 1 volumen de solucion A se afiade a 100 volumenes de
solucion B para producir el reactivo de FOX. Las muestras fueron incubadas por 30 min a
temperatura ambiente. La absorbancia fue leida espectrofotométricamente en un lector de
placas (Thermo Scientific Multiskan Spectrum) a 560 nm contra un blanco reactivo. Una
curva de calibracion fue preparada a partir de diferentes concentraciones de H,O, (3.125 a

25 mM) y los resultados fueron expresados como mM =+ desviacion estandar.

V1.3.2. Ensayo de proliferacion celular (MTT)

Transcurrido los tiempos de exposicion con el toxico (4, 24 y 48 horas), o (0, 30, 60, 120
min), las células se lavaron suavemente con buffer fosfato salino (PBS) y se les afiadié
medio fresco para determinar mediante una curva de proliferacion celular la concentracion

inhibitoria media (ICsg) por el método de MTT (Mossman, 1983).

Los ensayos fueron llevados a cabo afiadiendo 10 pL de solucion de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (SIGMA-Aldrich) (5 mg/mL) a
cada pozo, luego fueron incubados a 37°C durante 4 horas. Los cristales de formazan
formados fueron disueltos con 100 pL de alcohol isopropilico con HCI 0.05N, y las
medidas de absorbancia fueron registradas a 570 nm en un lector de microplacas (Thermo
Scientific Multiskan Spectrum) usando una longitud de onda de 655 nm como referencia.
Los datos resultantes fueron procesados en un Skanlt Software 2.4.2 para determinar la
actividad anti-proliferativa de las diferentes concentraciones de peroxido en los tiempos

evaluados.

VI1.3.3. Medicion de Apoptosis / Ensayo Caspasa-3

1x10° cel/ml fueron depositadas en placas de 12 pozos tratadas con los diferentes

tratamientos del oxidante, células con peréxido en presencia del extracto de Bucida
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buceras, y células control (ausencia de peroxido) fue evaluada la actividad de caspasa-3
usando el Kit del ensayo colorimétrico reportado por Bai et al., 2011. 15uL. de proteina
citosolica de los lisados celulares fueron mezclados con el sustrato especifico caspasa-3
acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitronilide (concentraciéon final 200 puM) e incubado a 37°C
durante 90 min. La absorbancia fue leida a 405 nm en un lector de microplacas (Thermo
Scientific Multiskan Spectrum). Los lisados celulares apoptoticos conteniendo caspasa-3
activa rinden una considerable actividad comparado a lisados celulares no-apoptoticos.
Para confirmar que la ruptura del sustrato es debido a la actividad de caspasa se empled un
control positivo de caspasa-3. La actividad de caspasa-3 fue reportada en veces de

incremento en unidades arbitrarias de absorbancia.

Caspasa 3
Ac-DEVD-pNA ——  >Ac-DEVD + pNA

V1.4. Actividad Antioxidante del Extracto de Bucida buceras

VI1.4.1. Capacidad de secuestro del radical DPPH

La actividad de secuestro del radical estable DPPH (0.1 mM) del extracto de Bucida fue
evaluado por el método descrito por Lewis et al., 2014. Un gradiente de concentracion de
2.5 a 25 pg/ml de extracto fue usado para secuestrar el radical libre DPPH y se calculo la

concentracion inhibitoria media (ICsg) a partir del % de secuestro mediante la ecuacion:

% actividad = (Ac-Ag)/Ac*100%. As y Ac son las absorbancias a 517 nm de la mezcla de

reaccion con muestra y control respectivamente.

51



VI1.4.2. Ensayo de Inhibicion del H,0,

La actividad de inhibicion del extracto de Bucida fue evaluado por el método del ensayo de
FOX reportado por Gil et al., 2003. 100 uL de 1600 uM H,0, o GOx 50 mU/mL y 100 pL
de varias concentraciones de extracto (400, 800 y 1600 pg/ml) fueron mezclados. Después
de 1 h, 50 pL fueron mezclados con 500 pL del reactivo de FOX incubado por 30 min y
cuantificada la concentracion de perdxido a partir de la curva de calibracion y calculado el

porciento de perdxido residual.

VI1.4.3. Poder reductor del hierro férrico (FRAP)

La capacidad antioxidante total del extracto fue evaluada usando el ensayo de FRAP
reportado por Iloki et al., 2013. El reactivo de FRAP es preparado en buffer de acetato (pH
3.6), 10 mM de solucion de 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) en 40 mM de HCL y 20 mM
de una solucioén de cloruro de hierro (III) en proporciones 10:1:1 (v/v), respectivamente. El
reactivo de FRAP fue preparado inmediatamente antes de usarse. 5 pLde muestra diluida
con 15 pL de PBS fueron anadidas a 150 pL de reactivo de FRAP. La absorbancia de la
mezcla fue medida usando un espectrofotometro lector de placa (Thermo Scientific
Multiskan Spectrum) a 595 nm después de 5 min de incubacion. Una curva de calibracion
fue preparada a partir de una solucion de sulfato de hierro en un gradiente de 100 a 2000

uM.

V1.4.4. Preparacion de lisados celulares de ARPE-19

1 millén de células/ pozos fueron transferidas a placas de 12 pozos, adhiriéndose durante
toda la noche. Al dia siguiente fue re-emplazado el medio y adicionado H,0, al medio en
diferentes concentraciones o GOx para inducir el estrés oxidativo respectivamente. El

medio fue cuidadosamente removido y lavado con buffer fosfato frio, tripsinizado y
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centrifugado a 1500 rpm por 5 min. Para obtener un completo lisado, las células fueron re-
suspendidas en buffer de lisado (10 mM Tris, pH 10, 2.5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, 1%
Triton x305, 10% Dimetil). El homogenado fue centrifugado por 15 min a 10 000 rpm.

A partir de las condiciones obtenida en los experimentos de induccion del estrés
oxidativo se establecieron diferentes grupos de lisados: el grupo de células ARPE-19
control (no tratadas), el grupo de células tratadas con 800, 1000, 1600 uM, y el grupo
células mas GOx (12.5, 25, 50 mU/mL) y los mismos grupos tratados con peroxido de

hidrégeno mas el extracto de Bucida buceras.

VI.5. Indicadores del Balance Redox Celular

VL.5.1. Cuantificacion del glutation reducido (GSH)

El GSH reducido se evalué segin el método descrito por Sedlak y Lindsay (1969). El
sobrenadante de los lisados de ARPE-19 de los diferentes experimentos se hizo reaccionar
con el reactivo de Ellman (acido 5,5'ditio-bis (2-nitrobenzoico) 10”M. Se utilizaron
patrones de GSH (Sigma-Aldrich) de concentraciones conocidas (300-1300 mg/L). Los

resultados fueron expresaron como mg/L de GSH.

VL.5.2. Determinacion de la actividad enzimatica de la catalasa (CAT)

La actividad de la catalasa fue medida usando el protocolo adaptado de Gil et al., 2003. La
actividad fue evaluada por adicion de 50 uL. de muestra a 450 uL. de 50 mM de buffer
fosfato, pH 7.0, y 250 pL de 50 mM H,0; en un volumen final de 750 pL. La disminucion
de la absorbancia en 1 min fue medido a 240 nm en un espectrofotometro (Cary). Los

calculos fueron realizados usando un coeficiente de extincién molar de 0.043 mM'em™.
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La actividad de la catalasa fue expresada en pmol de H,O, /min*ml. Todos los
experimentos fueron llevados a cabo al menos 3 pruebas independientes con triplicado en

cada muestra.

VI1.5.3. Ensayo de actividad de la glutation peroxidasa (GPx)

GSH (200 uM) y H,0, (200 uM) fueron incubados a 37 °C por 60 min en PBS
conteniendo varios lisados de ARPE-19. El volumen de la reaccion enzimatica fue 120 pL.
El peroxido residual fue medido espectrofotométricamente a 560 nm por el método

modificado de la oxidacion ferrosa -xylenol naranja (FOX).

V1.5.4. Determinacion de la proteina total por el método de Bradford

Las proteinas totales se determinaron por el método de Bradford (Bradford, 1976). Como
curva patron se utilizo la alblimina de suero bovino (BSA) en un rango de concentracion de
0.25 a 1.5 mg/mL (Sigma). Se tomaron 5 pL de la proteina total extraida, y se colocaron en
placa de 96 pozos. Se agregaron 250 pL de reactivo de Bradford a cada pozo y se
incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Las medidas de absorbancia fueron
registradas a 595 nm en un lector de microplacas (Thermo Scientific Multiskan Spectrum)

y se determind la concentracion de proteina para cada caso usando la curva patron.

VL.5.5. Electroforesis de proteinas totales en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

La electroforesis fue llevada a cabo en un gel separador 12 % (w/v) poliacrilamida-SDS

(3.00 mL de agua destilada, 2.5 mL de Tris 1.5 M pH 8.8), dodecilsulfato de sodio (SDS)
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al 0.4%, 4 mL de ac

-tetrametiletilendiamina (TEMED) y un gel concentrador al 4% (5.0 mL de agua
destilada, 2.5 mL de Tris 0.5 M pH 6.8, SDS 0.4%, 1.3 mL de acrilamida/bis (30%/0.8%),
50 pL de persulfato de amonio al 10%, 10 pL de TEMED). Se utiliz6 una camara de
electroforesis vertical Bio-Rad. En tubos Eppendorf se colocé aproximadamente 40 puL (20
ug de proteinas) de cada muestra de lisado con 40 uL de buffer muestra 2X (Tris-HCI
0.125 M, 2-mercaptoetanol 10%, SDS 4%, azul de bromofenol y glicerol 20%).

Los tubos se colocaron en agua hirviendo durante 3 minutos para relajar la estructura
secundaria de las proteinas. Posteriormente, el marcador de bajo peso molecular y las

muestras de las proteinas totales se colocaron en los carriles del gel.

Para el corrimiento electroforético se utilizdo un buffer de corrida (Tris 0.25 M,
glicina 1.92 M, SDS 1%, pH 8.3). El corrimiento se realizé con un voltaje de 80 V en los
primeros 30 min y posteriormente a 100 V durante 1.5 horas. Transcurrido el tiempo de
corrimiento el gel se tiflo con azul Comassie para verificar el corrimiento de la

electroforesis e identificar los cambios en los perfiles seglin los tratamientos.

VL.5.6. Imagenes microscopicas

Muestras de células ARPE-19 tratadas o no con H,O; y extracto de Bucida fueron
observadas usando un microscopio invertido (Faga-Lab-Labomed, TCM 400) para detectar
cambios estructurarles. Unas series de imagenes estructurales fueron tomadas con una

camara digital acoplada para evaluar morfologicamente los diferentes tratamientos.

V1.5.7. Analisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + deviacion estindar (DE). La

significancia entre los grupos experimentales fueron determinados por un GLM-ANOVA
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seguido por una prueba de Tuckey usando el programa NCSS version 7. Valores de p<
0.05 fueron considerados estadisticamente significativos. Las figuras fueron realizadas

usando el programa Origin 8 y las barras de error representan la DE.

56



VII. RESULTADOS

VII.1. Evaluacién Cinética y Toxica del H,O; en un Modelo de Adicion en Pulso

VIIL.1.1. Efecto del suero fetal bovino (SFB) sobre H,O;

Experimentos preliminares fueron conducidos para evaluar si la presencia de suero en el
medio afecta la medicion del H,O,. Como se muestra en la Figura 1, las determinaciones
de peroxido de hidrogeno en un rango de concentracion de H,O, (10-200 uM) adicionado
al DMEM sin suero o conteniendo un 10% de SFB no difieren. Por lo tanto, el suero
presenta poco efecto sobre la cuantificacion del H,O,. Sin embargo estos valores son

menores que las absorbancias obtenidas en PBS.
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0.1+
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Figura 1 Determinaciones de H,O, en DMEM en presencia (D10) y ausencia de suero
(DMEM) y en PBS utilizando el ensayo de xilenol-naranja-férrico (FOX). Regresion
lineal: y = 0.0025x + 0.0157, R* = 0.9864 (DMEM) y con 10% SFB y=0.0022x+0.0149,
R?=0.9861 (D10). Datos expresados como las medias = D.E. de al menos 3 experimentos

independientes.
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VIL1.2. Efecto del tiempo sobre estabilidad del H,O, en pulso

La respuesta del cultivo celular a oxidantes quimicos tales como el peroxido de hidrogeno
es determinado por la concentracion del agente y el tiempo de exposicion. El método mas
comun para liberar el HyO, a un cultivo es la adicion de una cantidad de oxidante en el
medio (pulso o bolo), pero el tiempo de exposicion no estd bien controlado debido a que la

concentracion inicial no es sostenida (Fig. 2).
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Figura 2 Reduccion del H,O, adicionado en pulso a un medio de cultivo D10 y DMEM sin
presencia de células ARPE-19. Regresion exponencial en D10 y = 245.54e 9% R2 =
0.9644. Datos expresados como las medias + D.E. de al menos 3 experimentos

independientes.

En ausencia de células la concentracion del H,O, en el medio de cultivo declina
exponencialmente con el tiempo (Fig. 2), permaneciendo casi constante la concentracion
de perdxido en el PBS. Como se ilustra para una concentracion inicial de 250 uM, la
velocidad de disminucion hacia las 2 horas a temperatura ambiente con o sin suero muestra

un comportamiento similar, siendo mas acentuada la disminucion en el medio con suero.
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La mayor disminucion en el medio con 10% de SFB en los primeros 30 minutos pudiera
ser debido a una aportacion de antioxidantes del propio suero. A 500 uM de peroxido en el

medio con suero el agotamiento del H,O, muestra similar tendencia.

VIIL.1.3. Actividad enzimatica de la catalasa (CAT)

Debido a que la oxidacion de iones ferroso a férrico en muestras bioldgica puede también
resultar de la interaccion de iones ferroso con hidroperéxidos organicos, la especificidad al
H,0, fue confirmada por medicion de la concentracion en 500 uM de H,O; en D10 sin y
con catalasa a una concentracion final de 200 U/ml en la mezcla de ensayo (Fig. 2 y 3).
Estudios iniciales confirmaron que la concentracion de 200 U/ml de catalasa ofrece una
descomposicion total de 1000 pM H,O, en PBS a H,O y O, desde el instante inicial,
mientras que concentraciones de actividades enzimaticas de 100, 50 y 25 U/ml requirieron

de 1, 2, 4 horas respectivamente para lograr el mismo efecto (Fig. 3).
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Figura 3 Descomposicion del peroxido de hidrégeno (1000 uM) en PBS por la catalasa_en
un rango de actividad enzimatica de 200, 100, 50, 25 U/ml. Datos expresados como las

medias + D.E. de al menos 3 experimentos independientes.
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VII.1.4.Velocidad de descomposicion del H,O,

La relacion entre la concentracion de H,O, y el tiempo de incubacion muestra una caida
exponencial (Fig. 4). El decline exponencial fue mas rapido en el medio con suero en
presencia de células ARPE-19, con un valor maximo de constante de velocidad (kq=-0.065
min™). Valores similares en las constantes de velocidad de degradacion del peréxido se
presentaron para el medio con 10% de suero (kq=-0.041 min") y el DMEM en presencia
de células ARPE-19 (kg =-0.037 min™), debido al aporte de las células (ke) en la
descomposicion del peroxido. La menor velocidad de eliminacion se alcanzé en el medio
DMEM (kg =-0.026 min") donde los propios componentes del medio aminoacidos y

piruvato contribuyen a la descomposicion.
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Figura 4 Descomposicion del peroxido de hidrogeno (400 pM concentracion nominal) en
ausencia o presencia de células ARPE-19 (50,000 cel/pozo) en medio con suero y sin
suero. Las constantes de velocidad son kg= -0.065, -0.041, -0.037, -0.026 min'lpara
D10+ARPE-19, D10, DMEM+ARPE-19 y DMEM respectivamente. Regresion lineal para
D10+ARPE-19 y = 378.07e-0.065x R? = 0.9764. Datos expresados como las medias +

D.E. de al menos 3 experimentos independientes.
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La casi perfecta degradacion exponencial mostrada para 400 uM en adicion a pulso (Fig. 4)
demuestra que la eliminacion del H,O, sigue una cinética de primer-orden con
dependencia sobre la concentracion del sustrato. El adecuado modelo de la medicion de la

concentracion en funcion del tiempo se expresa a través de la ecuacion:

[H202] =[H202]ini X e-*

Donde [H,O;]ini corresponde a la concentracion inicial y k (min—l) es la constante de
velocidad de primer orden obtenida experimentalmente. Estos parametros cinéticos son
usados para calcular el tiempo de vida media (t;2) y el tiempo de eliminacion del 99% del

H,0O, del sobrenadante.

Para el cultivo celular de ARPE-19 mantenido en D10 usando la constante de
velocidad especifica kq=-0.065 min’' obtenida experimentalmente de la relacion entre la
concentracion de peroxido y el tiempo (Fig. 4), se puede estimar un tiempo de vida medio
de eliminacion (t;2) de 10.67 min y un tiempo de eliminacion total de 70.85 min. Para este

tiempo la concentracion en el medio de cultivo ha disminuido mas de 10 veces.

tl/z =1n2/k , tip = In2/0.065 , tip= 0.693/0.065 t1/2 =10.67 min

t= In(0.01)/-k; t= In(0.01)/-0.065; t= 70.85 min

VIIL.1.5. Influencia del nimero de células (ARPE-19) sobre el H,O,

Para evaluar el efecto de varias concentraciones nominales de H,O, sobre el cultivo celular
ARPE-19 el oxidante fue liberado por adicion una sola vez en un medio libre de suero
(Fig. 5 A) y con 10 % de suero (Fig. 5 B). La relacion concentracion-tiempo muestra que la
respuesta del cultivo celular probablemente es determinada por ambos factores, la

concentracion del agente y el tiempo de exposicion (Fig. 5).
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Figigura 5 Concentraciéon de H,O; contra el tiempo, las curvas conteniendo diferentes
concentraciones nominales de 400, 600, 800 y 1200 uM de H,O, en medio libre de suero
(A) y con 10% SFB (B) en presencia de células ARPE-19. Los datos representan la media
de mediciones en triplicado de al menos 3 experimentos independientes + D.E. 1200 pM of
H,0, en ausencia de células ARPE-19 en sus respectivos medios fue determinado en un

cultivo en paralelo. Letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05.
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En presencia de células la concentracion de H»,O, en el medio de cultivo sin suero
(DMEM) y con suero 10% (D10) presenta diferencias, experimentando una rapida y
profunda caida en los cultivos con suero (Fig. 5B). La concentracion de H,O, en el medio
con cé¢lulas ARPE-19 en presencia de suero comienza a disminuir inmediatamente después
de la administracion del peroxido. Al menos en los primeros 10-15 min de incubacion una
apreciable cantidad del oxidante es eliminado del cultivo. Hacia las 2 h las concentraciones

de perdxido en el medio ha disminuido drasticamente.

Como se aprecia en ausencia de células para una concentracion inicial de 1200 uM
H,0, sin suero el tiempo medio de deplecion es de 69 min, mientras que con suero se logra
en 49 min. Sin embargo, en presencia de ARPE-19 cultivada en D10 para todas las
concentraciones de peroxido evaluadas se observa un marcado agotamiento del H,O,, los
tiempos medio de deplecion son de 43 y 46 min sin suero y con suero respectivamente
dado el aporte de las células (kcel) a la degradacion del peroxido. Hacia las 2 h la
concentracion de H,O; en el medio de cultivo disminuy6 totalmente en presencia de
células como era de esperar por la actividad celular de la catalasa y glutation peroxidasa.
En general, concentraciones < 400 uM H,O, fueron completamente eliminadas durante los
primeros 60 min tras la administracion. A concentraciones iniciales > 600 pM H;0,
después de una rapida fase inicial la eliminacion se convierte mas lenta y la concentracion
de H,O; se estabiliza. Esta inhabilidad desarrollada por células para eliminar el peroxido
muy probablemente refleja el comienzo de efectos citotoxicos que manifiesta

tempranamente con el incremento de la concentracion del peroxido.

Cultivos celulares de ARPE-19 con diferentes nimeros de células (2, 4, 8 x10°
cel/pozo) fueron sometidos a varias concentraciones nominal de H,O, (400, 800, 1600 uM)
en un volumen de medio constante para evaluar el efecto de la concentracion celular sobre
la eliminacion del perdxido del medio de cultivo. La figura 6 muestra que al incrementar la

concentracion celular se acelera la degradacion del peroxido.

Un incremento en la concentracion celular por incremento del ntimero de células resulté en
un cambio a las curvas en relacion al efecto de la concentracién nominal en los niveles
altos del peroxido donde resultd significativo el nimero de células (Fig. 6 A, B). Sin
embargo el efecto de la eliminacion es casi independiente de la concentracion de células en
400 uM H,0, de perdxido (Fig. 6C) donde el nimero de células/uM H,0, es mas elevado

(500 a 2000 cel/uM H,0O,). Alta dosis celular calculado de la concentracion nominal de
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H,0, aplicado al numero de células (cel/ uM H,0;) indica que es la dosis mas que la

concentracion celular la que determina la eliminacion del peroxido del medio.

1000 -
2000
—{— 800,000 cel/pozo —0— 800,000 cel/pozo
1800 - —®—400,000 cel/pozo —®— 400,000 cel/pozo
A —/+— 200,000 cel/pozo 800 —/— 200,000 cel/pozo
16004 = H,0, de 1600 M _ H,0, de 800mM
= s
= 1400 ~ 2
= ~ 600
&* 1200 - T o
N s
T B I [0}
§ 10009 ¢— & T 400
g g
£ 800 % 8
8 c ~ g
§ 600 %‘\*\7\, T~ 8 2004
o s
400
200 | 1 04
O T T T T T T T T
15 30 45 60 15 30 45 60
Tiempo (min) Tiempo (min)

500 -
—0o0— 800,000 cel/pozo
—e— 400,000 cel/pozo
—/-— 200,000 cel/pozo
H,0, de 400uM

400

300 4

200

100

Concentraciénn de H,0, (uM)

Tiempo (min)

Figura 6 Influencia de la concentracion celular sobre la eliminacién del perdxido de
hidrogeno en células ARPE-19, las células fueron incubadas en diferentes concentraciones
iniciales de H,O, 1600 pM (A), 800 uM (B) y 400 uM (C) durante el intervalo de tiempo
de 0-60 min. Los datos corresponden a valores medios £ D.E. de 3 experimentos
independientes. Letras diferentes indican diferencias significativas p<0.05, ns diferencias

no significativas
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VIL.1.6. Citotoxicidad del H,O; en pulso por MTT

Esta bien establecido que el H,O, adicionado al medio de cultivo de ARPE-19 en un pulso
simple produce una citotoxicidad dependiente de la dosis del oxidante que puede ser
detectado por el ensayo del MTT (Fig 7). En nuestro estudio las células ARPE-19 no
mostraron sensibilidad a las bajas concentraciones de perdxido (12.5-200 pM).
Presumiblemente porque su mecanismo de defensa antioxidante contrarrestd el efecto
dafiino de estas concentraciones aplicadas, no resultando téxicas cuando son adicionadas
en un solo pulso a las 24 horas. Ademas en estas concentraciones el oxidante es eliminado

rapidamente del medio de cultivo como fue discutido anteriormente.

Sin embargo a altas concentraciones de 400-1600 uM el mecanismo antioxidante
celular parece ser insuficiente para hacer frente a tan alto dafio oxidante. Lo que resulta en
un elevado porcentaje de muerte celular, a pesar de que las células del EPR no son muy
sensibles, dado el ambiente oxidativo a que estdn adaptadas. Sin embargo concentraciones
superiores a 400 uM evidencian dafio celular alcanzdndose una concentracion inhibitoria

media (IC50=948.03 uM) a las 24 horas sin remplazo de medio.
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Figura 7 Citotoxicidad por MTT en un cultivo confluente de células ARPE-19 después de
24 horas de adicion de H,O, en un rango de concentracion de 12.5 a 1600 uM adicionados
al DMEM con 10% de suero. Datos expresados como el porcentaje del control no tratado y
presentados como medias = D.E. de al menos 3 experimentos independientes. Valores de
ICso obtenidos por regresion lineal en 24 horas* (y= -0.061x+107.83 R2=0.874), y en
4horas de eliminacion de per6xido+20 h de medio fresco** (y=-0.0542x+102.3 R*=0.989).

Debido a que el H,O, adicionado al medio de cultivo en pulso es extremadamente agotado
dentro de 2 horas (Fig. 2), se pudiera esperar similar citotoxicidad cuando el medio fue
reemplazado por medio fresco a las 4 horas después de la adicion del oxidante o quedar sin
alterar hasta el tiempo final del ensayo (24 horas). Como se muestra similares resultados
fueron obtenidos (Fig. 7) con valor de ICsy= 964.94 uM cuando se realiz6 el reemplazo de
medio. Sin embargo la toxicidad a las 4 horas solo alcanz6 un 40% de muerte celular en las
concentraciones mas altas evaluadas. Estimandose una concentracion media inhibitoria de

1612.64 pM. La manifestacion de la incipiente citotoxicidad del H,O, a las 4 horas
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significa que el efecto toxico tiene lugar varias horas después que la exposicion al peroxido

de hidrogeno.

Para evaluar el efecto que produce el acortamiento del tiempo de incubacion sobre
el potencial citotoxico del peroxido de hidrogeno sobre las células ARPE-19. Se pusieron
en contacto las células con el oxidante por tiempos de 30, 60 y 120 min con y sin suero
para encontrar la concentracion inhibitoria media. La cantidad de H,O, que tiene que ser
afiadido a cultivos de células ARPE-19 para producir el 50% de citotoxicidad aumentd

alrededor de 10 veces por la disminucion en el tiempo de incubacion (Fig. 8).

La exposicion a concentraciones de H,O, < 0,5 mM mostr6 poco efecto en las dos
condiciones de cultivo (con y sin suero), sin embargo, la exposicion a HyO, 5 mM durante
60 y 120 minutos resultd en una pérdida significativa de la viabilidad celular mayor al 50%
en el cultivo libre de suero (Fig. 8A) en comparacion con los 10 mM requeridos para las
células ARPE-19 mantenidas en medio con suero en los mismos periodos de tiempos (Fig.
8B). El aumento de la exposicion a 25 mM dio lugar a una pérdida mayor del 50% para los
3 tiempos alcanzando el 80% de muerte celular en ambas condiciones de cultivos a los 120
min. Sin embargo se observa que en presencia de suero para el tiempo de 30 min solo se
alcanza un 30% de muerte. La exposicion a corto plazo a altos niveles de H,O; induce una
marcada toxicidad, lo que sugiere que en estas condiciones experimentales la necrosis es el
modo predominante de la muerte celular. La duraciéon de la incubacion con H,O, es
importante para la determinacion de la concentracion de H,O, requerida para inducir la

muerte celular.

El valor ICsg reveld que la potencia citotoxica en medio de cultivo libre de suero se
aumento casi el doble con respecto al cultivo de ARPE-19 mantenido en 10% de SFB (Fig.
8). Esta alta sensibilidad a la oxidacién se produce por la apoptosis inducida por inanicion
del suero debido a la falta de antioxidantes del mismo. Cuando las células neuronales se
cultivaron en medio libre de suero durante 48 h experimentaron una muerte celular
alrededor del 40%. La poblacion de células mostrdé una disminucion de la fase S y una
aparicion de sub-GO / G1 fase, en comparacion con las cultivadas en medio con suero
normal. La privacion de suero bloqueod con éxito la progresion de las células de la fase GO /

Gl ala fase S e indujo a las células hacia la apoptosis (Kwok et al., 2010; Su et al., 2012).
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Figura 8 Influencia del tiempo de incubacion (30, 60 y 120 min) sobre la accion citotoxica
del peréxido de hidrogeno en los cultivos celulares de ARPE-19. Las células fueron
incubadas con varias concentraciones de H,O; 0.01-25 mM en un medio libre de suero (A)
y con 10 % de suero (B). Los datos representan las medias £ D.E. de como minimo tres

experimentos independientes en triplicado.
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VII.2. Evaluacion Cinética y Toxica del H,O, en un Modelo de Generacion

Enzimatica Continua con Glucosa oxidasa (GOx)

VII.2.1. Comportamiento de la GOx en el medio en ausencia y presencia de ARPE-19

1. Glucosa + O, + H,O —> GOx—> D-glucono-6-lactona + H,0,

2. H,0, + reactivo FOX >Espectrofotometro 560 nm

Reactivo FOX (ferroso (Fe?") — xylenol-orange)

La adicion de GOx al medio de cultivo D10 (DMEM+10%SFB) produce una velocidad
lineal de acumulacion del H,O, en funcidon de la concentracidon de la enzima durante la
primera hora de incubacién en ausencia y presencia de células ARPE-19 (Fig. 9), aunque la
velocidad de acumulacion en ausencia de células es superior que cuando las células estan

presentes.

135 —=&— D10

120—- ---0-- D10 + ARPE
105 4
90 -
75
60 -
45 -
30 1

H,0, (uM/hr)

15 +

0
15
0] %
4wl

Control 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentracion de GOx (mU/ml)

Figura 9 Concentracion de H,O; en el medio de cultivo en presencia o ausencia de células

ARPE-19 generado a partir de D-glucosa después de 1 hora de adicion de glucosa oxidasa
(GOx) en concentraciones de 0, 3, 5, 8 y 10 mU/mL. Datos expresados como las medias +

D.E. de al menos 3 experimentos independientes.
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En ausencia de células, la concentracion de H,O, en el medio es muy superior y continlia
el incremento hacia las 48 horas, con un despunte a partir de las 6h (Fig. 10A), sin una
aparente inhibicion de la GOx por los productos de oxidacion como el peroxido de
hidrogeno durante ese tiempo. Una cinética de pseudo-cero orden es asumida para la GOx
con un suministro ilimitado de glucosa y oxigeno. En presencia de células (Fig. 10 B), la
concentracion de H,O; en el medio de cultivo después de adicion de GOx con el tiempo es
sorprendentemente diferente a la de ausencia de células y el perfil difiere con la
concentracion de la enzima. Con baja concentracion de GOx (ejemplo 5 mU/mL) Ia
concentracion de H,O, en el medio es casi estacionario en presencia de células. Esta
consecuencia probablemente resulta de la condicion en la cual las velocidades de
produccion y descomposicion del H,O, son aproximadamente iguales. Con cantidades
superiores de GOx (ejemplo 8 o 10 mU/mL), la concentracion de H,O, exhibe una
dinamica compleja. La concentracion continua el incremento después de la primera hora de
adicion de la enzima, alcanzando un méaximo a aproximadamente a las 6 h, y luego decrece
al final. En la adiciéon de 10 mU/mL de GOx al cultivo de ARPE-19 la concentracion de
H,0; logra un méaximo de 60 uM a las 6 h y luego declina a 20 pM en las 24 h (Fig. 10B).
Similar tendencia se observa en 25 mU/mL donde se alcanza un valor maximo de 225 pM,
una ligera disminucion hacia las 24 h y un incremento pequeiio hacia las 48 h. Este
comportamiento puede estar relacionado al efecto toxico que esta concentracion puede

tener sobre las células.
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Figura 10 Concentracion de H,O; en el medio de cultivo en ausencia (A) o presencia de
cultivo confluente de ARPE-19 (B) generado a partir de D-glucosa después de 24 horas de
adicion de glucosa oxidasa (GOx) en concentraciones de 0, 5, 8, 10 y 25 mU/mL.
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VIIL.2.2. Citotoxicidad del H,O; enzimatico por MTT

Similar a la liberacion de H,O, en un solo pulso (Fig. 7), la adicion de GOx al medio de
cultivo también produce una respuesta citotoxica dependiente de la concentracion en el
cultivo confluente de ARPE-19 cuantificado por el ensayo de MTT a las 48 h post-adicion
(Fig. 11). Bajas cantidades de enzima adicionadas (3 a 8 mU/mL) tienen poco efecto, pero
la citotoxicidad fue substancial a concentraciones altas (25 y 50 mU/mL). Esta observacion
es notable porque las maximas concentraciones de H,O; logradas a las 6 h después de la
adicion de las altas actividades de la enzima (Fig. 10B), fueron relativamente bajas
comparada a la concentracion inicial que produce citotoxicidad cuando el H,O, fue

adicionado en un solo pulso.

IC50=
31.1 mU/ml (486.04 M)
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Figura 11 Citotoxicidad en un cultivo confluente de células ARPE-19 después de 48 h de

la adicion de glucosa oxidasa (GOx) en un rango de concentraciones de 3, 5, 8, 10, 25 y 50
mU/mL. La citotoxicidad fue estimada por el ensayo del MTT y reportada como un
porcentaje de la célula control sin GOx. Una concentracion de 200 mU/ ml de catalasa fue
utilizado como control. Valores de ICsyp 31.1 mU/mL y 19.5 mU/mL a 24 h y 48 h
respectivamente. Los datos son las medias de al menos 3 experimentos independientes con
sus triplicados por grupos, la barra de error indica la D.E. Letras diferentes en 24 h indican

diferencias significativas p<0.05.
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El pico de concentracion de 225 uM de H»O, producido por 25 mU/mL de enzima reduce
la proliferacion celular en un 40% a las 24 h (Fig. 11). Alcanzandose una concentracion
efectiva media de 486.04 uM de H,O, equivalente a una actividad de GOx de 31.1
mU/mL, sin embargo 948.03 uM de H,O, fue requerido para producir una comparable
reduccion del MTT cuando el oxidante fue liberado como un solo pulso (Fig. 7). El dafio
mitocondrial inducido por el peréxido de hidrogeno con 50 mU/mL de GOx resultd en un
potente efecto toxico donde las deshidrogenasas mitocondriales apenas alcanzaron a

reducir el 20 % del MTT.

La adicion de catalasa (200 U/ml) al medio de cultivo como control de la
degradacion del perdxido de hidrégeno generado por 50 mU/mL de GOx muestra que
hasta las 24 h la enzima antioxidante catalasa es capaz de contrarrestar la produccion de
H,0,, brindando una proteccion mayor del 80%. Sin embargo, se observa que esta
supresion en la generacion del oxidante disminuye drasticamente hacia las 48 h (Fig. 11).
Este resultado puede estar dado por inhibicion de la actividad de la catalasa por los
productos de oxidacion como el perdxido de hidrogeno y el acido glucénico durante ese
tiempo. En nuestras condiciones de estudio la adicion de 50 mU/mL de GOx provoco una
acumulacion del acido gluconico que acidificé ligeramente el medio de cultivo.
Evidenciado por el cambio de color de la sal de sodio del rojo de fenol presente en el

medio como indicador.

VIL3. Evaluacion de la Defensa Antioxidante Intracelular por Bucida buceras

El nivel de oxidante y la capacidad antioxidante se midié simultineamente para evaluar el
estrés oxidativo y determinar el poder antioxidante en las células control, en células
expuestas al H,O, (pulso o enzimatico) y un ultimo grupo en que las células inducidas al
estrés oxidativo fueron tratadas con un extracto de Bucida buceras. Previamente se evalud
la actividad de inhibicion del peréxido de hidrogeno en un sistema a pulso (1600 uM
H,0,) y enzimatico (GOx 50 mU/mL), la capacidad de secuestro del radical DPPH y el
poder reductor del hierro férrico (FRAP) por la Bucida buceras (12).
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La capacidad de inhibir el peroxido de hidréogeno por la Bucida buceras en 1h
depende del sistema para inducir la oxidacion. Como se observa en la Figugra 12A la
disminucion de H,O, es dependiente de la concentracion del antioxidante. En el sistema a
pulso se logra alcanzar hasta un 60% de inhibicion del perdéxido mientras que en el sistema
de generacion continua esta inhibicion es de casi el 40% dado a la sostenida produccion del
oxidante. La concentracion media inhibitoria de la Bucida buceras fue de 1356.29 pg/ml
en el pulso y de 2050.09 pg/ml estimada en el modelo enzimatico en 1 h (Fig. 12 A). Estos
resultados, muestran que la Bucida buceras inhibe al peroxido de hidrogeno dependiente
de la concentracion y este efecto fue mayor en el sistema de entrega a pulso comparado a

la generacion continua.
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Figura 12 Poder Antioxidante de Bucida buceras (A) Inhibiciéon de H,O; en un sistema a
pulso (1600 uM, ICsy = 1356.29 ug/ml) y enzimatico por GOx (50 mU/mL, ICsy =2050.09
ug/ml). Cada valor es expresado como la media = D.E (n=3). Los valores encima de las
barras indican porcentajes de inhibicion. (B) Actividad de secuestro del radical DPPH
concentracion de Bucida buceras (5 a 50 pg/ml), y = 1.6486x +6.8934, R? = 0.976 1Csy =
26.14 pg/ml. (C) Poder Reductor del Hierro Férrico (FRAP) concentracion de Bucida
buceras (100 a 800 pg/ml). Datos expresados como las medias + D.E. de al menos 3

experimentos independientes.
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La actividad antioxidante evaluada por la capacidad de secuestro del radical libre DPPH
(radical de nitrégeno estable 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) es un ensayo facil, rapido,
sensible que permite evaluar el poder antioxidante de compuestos y extractos. En la Figura
12 B se muestra que a mayor concentracion de Bucida buceras mayor porciento de
decoloracion de la solucion de DPPH. El resultado muestra que la actividad antirradical es
dependiente de la concentracion. Mientras mayor fue la decoloracion dada por la capacidad
del compuesto de estabilizar el radical libre DPPH mas potente es su actividad

antioxidante.

La concentracion inhibitoria de 26.14 pug/ml calculada a partir de la regresion lineal,
indica el fuerte poder antioxidante que presenta este extracto. El secuestro del radical libre
DPPH representa la habilidad de los grupos hidroxilos presentes en el extracto para
secuestrar los radicales libres a través de mecanismos de donacion de hidrogeno o electron.
Esta actividad antioxidante puede estar relacionada con compuestos fendlicos y carotenos
presentes en la Bucida buceras detectados en los tamizajes fitoquimicos realizados
previamente. Compuestos antioxidantes puros como el acido ascorbico, catequina, rutina

presentan valores de ICso de 7.88, 7.24 y 13.6 pg/ml respectivamente.

El poder reductor del hierro férrico (FRAP) refleja el poder antioxidante total
involucrando la transferencia de un electron. El principio del ensayo del FRAP es basado
en la fortaleza antioxidante en la reduccion del complejo férrico-TPTZ a su forma ferrosa.
La intensidad de formacion del color azul es proporcional a la concentracion de la forma
ferrosa y de la capacidad antioxidante del extracto. El poder reductor muestra un
incremento lineal con el aumento de la concentracion (Fig. 12C). El poder reductor de
1327.56 uMAAE/mg senala que el extracto posee una excelente capacidad reductora.
Ambos métodos confirman que Bucida buceras presenta una potente actividad

antioxidante.
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VII.4. Evaluacion del glutation reducido (GSH), enzimas antioxidantes: catalasa y

glutation peroxidasa y Poder reductor (FRAP)

VIL4.1. GSH

Las células eliminan intracelularmente el H,O, principalmente por antioxidantes
endogenos como el glutation reducido (GSH) y por antioxidantes enzimaticos como la
catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx). Para evaluar el efecto de los métodos de
induccion por pulso o enzimatico y la accion generada por la Bucida buceras frente al reto
oxidativo fueron medidos los niveles intracelular del GSH en los lisados del cultivo celular

de ARPE-19.

La incubaciéon de células de retina con perdoxido de hidrogeno causé una
disminucion del glutation reducido dependiente de la concentracion. Los resultados
revelaron que las células tratadas con glucosa oxidasa poseen concentraciones de glutation
reducido significativamente menores (40-60 pg/ml) con reducciones del 40-50% respecto a
las células ARPE-19 control (sin peroxido) (Fig. 13 A). Sin embargo, tratamientos con
adicion del H,O, en forma de pulso muestran ligero agotamiento del GSH en las
concentraciones de 800-1000 uM, aunque una concentracion de 1600 uM alcanza una
deplecion significativa comparada con el sistema de generacion continua por glucosa
oxidasa. Las células control catalasa (50mU/mL GOx + 200 U/ml de CAT) mostraron
contenidos de GSH a nivel de células control lo que evidencia la eliminacion del peroxido

por la enzima antioxidante.
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Figura 13 Efectos de GOx y adicion de H,O, sobre el glutation reducido (GSH) en 24 h
(A). Células ARPE-19 tratada con 12.5, 25 and 50 mU/mL de GOx o pulso de 800, 1000,
1600 uM H,0O,y ARPE-19 tratada con 1600 ug/ml de extracto de Bucida, buceras, control
celular y control catalasa GOx (50 mU/mL)+200 U/ml CAT; (B) Los niveles de H,O, en
GOx a 24 h, fueron cuantificados usando el reactivo de FOX. Valores son expresados
como media #DE en pM (n=3 experimentos independiente). Morfologia celular es
presentada (aumento original 40x). *p<0.05 diferencias significativas entre valores de
control de células vs H,O, tratadas. ** p<0.05 diferencias significativas entre valores con

tratamientos antioxidantes vs H,O, tratadas, ns diferencias no significativas.
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Para explorar los efectos de la Bucida buceras sobre la homeostasis redox de
células ARPE-19 fue medida la concentracion intracelular de glutation reducido. Los
niveles de GSH fueron incrementados en los cultivos de ARPE-19 expuestos al H,O, en
presencia del extracto. Como se observa en la Figura 13 A el contenido de GSH
increment6 entre el 20 al 70% sobre las células tratadas solamente con H,O,, siendo
significativa la reversion de la deplecion del GSH para el tratamiento en pulso a 1600 uM
H,0,. La recuperacion del contenido de glutation en las células tratadas con H,O; en forma
de pulso alcanzo6 el nivel del control celular, no asi para los tratamientos del método
enzimatico donde el porciento de recuperacion se encontrd entre el 50-70%. Estos
resultados indican la posible participacion del GSH en la cito-proteccion inducido por la

Bucida buceras.

Un menor contenido del glutation reducido indica un incremento en el consumo de
antioxidantes por parte de las células ARPE-19 para contrarrestar la elevada concentracion
de H,0O,. Esta conducta resultd principalmente por el incremento de la acumulacion del
H,0, a las 24 h en funcion de la actividad de la GOx (Fig. 13B), mientras que la entrega de
H;,0, en un solo pulso no se sostiene para ese tiempo. El contenido de peroxido generado
en las diferentes actividades de la glucosa oxidasa disminuy6 cuando el cultivo celular fue
incubado en presencia del extracto antioxidante, siendo estadisticamente significativa esta
diferencia en 12.5 mU/mL. Estos resultados reafirman la capacidad antioxidante que
presenta la Bucida buceras y su potencial efecto protector en las células epiteliales de

retina para preservar la vision.

Cambios significativos en la morfologia celular con el incremento de la
concentracion del oxidante y la capacidad protectora del antioxidante fueron apreciados
(Fig. 13 B). Las células ARPE-19 control presentan forma de huso alargado caracteristico
de una morfologia epitelial de retina. Al someter estas células a tratamientos con peroxido
estas adoptan un aspecto muy diferente que se va acentuando con la graduacion del estrés
oxidativo. Se observo que el soma celular pierde el aspecto fusiforme y se hace globuloso
dificultando la percepcion de los nucleos celulares. Efectivamente se observo que el co-
tratamiento con Bucida buceras es capaz de reducir el grado del dafio oxidativo al

preservar en alguna medida sus caracteristicas morfoldgicas.

El GSH sirve como un antioxidante por el secuestro de EROs, que oxidan el

residuo de cisteina. La oxidacion de GSH impulsa la formacion de disulfuro de glutation
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(GSSG); que luego se puede reciclar directamente a través de la enzima glutation disulfuro
reductasa-GSH, una reaccion que requiere NADPH (Fig. 14). La relacion GSH/GSSG se
utiliza a menudo como un indicador del estado redox intracelular; un elevado estado
oxidado esta asociado con la diferenciacion y la apoptosis. El GSH también puede actuar
como un cofactor en enzimas antioxidantes, tales como GSH peroxidasa, glutaredoxina y

glutation S-transferasas.

R-OH GSH NADP+
(Glu-Cis-Gli)

LOOH

H,0, .

GSH peroxidasa GSH reductasa
(GR)

(GPx)

LOH

2H,0 GSSG NADPH

Figura 14 Diagrama del sistema redox del glutation. Glutation es un tripéptido de cisteina,
glutamato y glicina, el cual sufre oxidacion y forma su homodimero GSSG. GSSG
(glutation oxidado) puede participar en modificaciones postranslacional de proteinas.
GSSG puede ser reciclado a su forma reducida por GSH reductasa en una reaccion que

utiliza NADPH.

VIL4.2. CAT y GPx

Esta bien establecido que en las células el H,O, es eliminado intracelularmente
principalmente por enzimas antioxidantes como catalasa (CAT) y glutatiéon peroxidasa
(GPx). El efecto de diferentes tratamientos de H,O, (GOx y pulso) sobre la actividad de la
CAT y GPx es mostrado en la Figura 15 A y B. La actividad de la catalasa resultd ser
ligeramente menor en células ARPE-19 expuestas al H;O, comparada a las células control
(sin Hy0,). Aunque se encontré6 que co-tratamientos de H,O, con Bucida buceras
incrementa la actividad de la enzima con respecto a las células tratadas con H,O, y control
(Fig. 15A) manifestando la naturaleza antioxidante y protectora del extracto. La catalasa es

de especial relevancia cuando las células son expuestas a altas concentraciones de H,O,,
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debido a sus esencialmente no saturable cinética de primer orden. La catalasa ejerce una
funcion de "filtro" que impide de manera muy eficiente la acumulacion de niveles altos

intracelular de H,O; por dismutacion en H,O y O,.
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Figura 15 El efecto del perdxido de hidrégeno por generacion enzimatica (GOx 50, 25 y

12.5 mU/mL) y pulso (1600, 1000, 800 pM) en co-tratamiento con Bucida buceras (1600
ug/ml) sobre la actividad de la catalasa (A) y la actividad de GSH-peroxidasa (B), H,O,
(inicialmente, 200 uM en PBS en presencia de 500 uM GSH fue incubado por 1h, a 37 °C
con diferentes lisados de ARPE-19, control GOx 50 mU/mL+ catalasa 200 U/ml. Valores
expresados como media + DE en pM (n=3 experimentos independiente). *p<0.05 indica
diferencias significativas por el test de Tuckey entre valores de control de células vs H,O,
de células vs H,O, tratadas, ns diferencias no significativas.
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La actividad GSH-peroxidasa se evidencia por la mediciéon del H,O, residual durante la
incubacion de 200 uM de H,O, y 500 uM GSH con lisados de ARPE-19 sometidos a
diferentes tratamientos. Hemos evaluado si los lisados de ARPE-19 tratados con H,O; o
GOx tuvieron diferente efecto en el agotamiento del perdxido dado por la actividad de la
glutation peroxidasa (Fig. 15 B). Los controles (células sin peréxido o GOx (50 mU/mL +
catalasa 200 U/ml)) tuvieron un contenido residual de peroxido menor a los tratamientos
con oxidantes. En los tratamientos enzimaticos con GOx el peroxido residual disminuyo
dependiente de la actividad de la enzima no mostrandose esa misma relacion en los
tratamientos a pulso. En la concentracion mas alta probada (50 mU/mL), se obtuvo la
menor actividad de la GSH-peroxidasa como se indica por el mayor residual de H,O;. No
se observd efecto del extracto de Bucida buceras sobre la actividad de glutation

peroxidasa.

La elevada actividad de la CAT vy las altas concentraciones de GSH parecen actuar
como la primera linea de defensa contra la formacion de H,O; y el dafio oxidativo en las
células ARPE-19 co-tratados con Bucida buceras. Sin embargo la actividad de la GPx es
bastante baja en las células ARPE-19 con extracto, lo que sugiere que la GPx tiene un
papel menor en la desintoxicacion de H,O,. Una explicacion de la importancia relativa de
catalasa y no de la GPx en la desintoxicacion de H,O; en las células ARPE-19 puede ser la
localizacion intracelular y la cinética de estas enzimas. La enzima catalasa se encuentra en
los peroxisomas y su acceso al citosol es limitado. Sin embargo la GPx, a diferencia de la
catalasa, estd presente principalmente en el citosol y puede ser saturada primero por el

HzOz.

VIL.4.3. FRAP

La capacidad antioxidante evaluada por el poder reductor del hierro férrico (FRAP)
disminuy6 significativamente casi 4 veces después del tratamiento con adiciébn o
generacion enzimatica del H,O, durante 24 h en comparacion al control basal del cultivo
celular (Fig. 16). Como la Bucida buceras ha mostrado capacidad para proteger la

homeostasis redox de las células epiteliales pigmentaria de retina frente al dafio oxidativo,
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se midi6 el poder reductor del hierro férrico (FRAP) en diferentes retos. El co-tratamiento
con Bucida buceras aumento significativamente la capacidad antioxidante basal de 48.5 a
345.15 uM. Nuestros resultados mostraron que células ARPE-19 tratada con extracto
exhibi6 un aumento significativo en la proteccion oxidativa en ambos tratamientos
(enzimatico y pulso). De manera similar, aument6 3 veces la capacidad antioxidante de
GOx-50 mU/mL+ CAT con respecto a de GOx-50 mU/mL, comparable a las células

control, pero menor que los tratamientos con Bucida buceras.
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Figura 16 Efecto del co-tratamiento de Bucida buceras en el cultivo de ARPE-19 tratado
con (GOx) o adicion de H,O, sobre la capacidad antioxidante evaluada por el poder
reductor (ensayo de FRAP). Valores expresados como media =+ DE en pM (n=3
experimentos independiente). *p<0.05 diferencias significativas por el test de Tuckey entre
valores de control de células vs H,O, tratadas, **p<0.05 diferencias significativas entre

valores con tratamiento antioxidante vs H,O, tratadas, ns diferencias no significativas.
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VILS. Efecto protector de Bucida buceras sobre el dafio téxico inducido por la adicion

del HzOz

En este estudio la adicion de H,O, fue usado para inducir el estrés oxidativo en células
ARPE-19. Después de 24 h de incubacion con H,O, la viabilidad fue reducida de una
manera dependiente de la concentracion del oxidante (Fig. 17). A una concentracion
~1000uM la viabilidad celular fue reducida en un 50% evaluada por el método de MTT.
Co-tratamientos con Bucida buceras en un rango de concentracion de 50 a 1600 pg/ml no
comprometen la viabilidad celular del cultivo (Fig. 17 inserto) por la baja toxicidad

presentada hasta la concentracion de 1600 pg/ml.

La Figura 17 muestra que co-tratamientos con el antioxidante puede atenuar la
muerte celular inducida por el H,O; principalmente en las concentraciones de 1200 y 1600
uM lograndose casi un 20% de incremento en la proliferacion celular en las
concentraciones de mayor toxicidad con recuperacion en la morfologia celular. Similar
resultado fue obtenido para los tratamientos con GOx (Fig. 13 B) discutidos anteriormente.
Estos resultados apuntan al efecto retino-protector ejercido por Bucida buceras inducido a

un reto oxidativo.
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Figura 17 Efecto protector de Bucida buceras (1600 pg/ml) sobre la muerte celular
inducido por adicion de 12.5 a 1600 uM H,O; de en un cultivo de ARPE-19 a las 24 h.
Inserto corresponde al estudio de toxicidad celular de Bucida buceras en un rango de
concentracion de 50 a 1600 pg/ml. Valores expresados como media + DE en pM (n=3
experimentos independiente). *p<0.05 indica diferencias significativas por el test de

Tuckey. Morfologia celular es presentada (aumento original 40x).

El cambio significativo en la morfologia celular con el aumento de los niveles de H,O, en
las células ARPE-19 se asoci6 con una disminucion en la concentracion de proteinas
dependiente de la dosis del perdxido. Sin embargo, el tratamiento con Bucida buceras
permitidé un aumento significativo de la proteina celular (Fig. 18 A). A partir de estos
resultados es evidente que el tratamiento del antioxidante ejerce un efecto beneficioso
sobre la tolerancia al estrés oxidativo. La pérdida de proteina a partir de la capa de células
en comparacion con los cultivos controles fue relacionado con la accién citotoxica de
H,0,. Debido a que la disminucién en la concentracion de proteina podria representar un
efecto citostatico o citotoxico; el ensayo de MTT fue realizado en los diferentes modelos
de induccion. Considerando que tratamientos con 100 uM de H,O, o 5 mU/mL GOx

resultaron no téxico a las 24 h un incremento a 900 uM en pulso de 6 32.5mU/ ml de GOx
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resultoé en un 50% de la fraccion de supervivencia alcanzando un 80% de muerte celular en

1600 uM o 50 mU/mL de GOx (Fig. 18 B).
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Figura 18 Efecto de la Bucida buceras sobre el dafo a la proteina celular inducido por el
H,0, generado enzimaticamente por GOx (50, 25, 12.5 mU/mL) o por adiccion (1600,
1000 y 800 uM) (A). Relacion entre la concentracion de proteina celular y la accion
citotoxica del H,O, (B). Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sodico.(C). Valores expresados como media £ DE en uM (n=3 experimentos
independiente). *p<0.05 diferencias significativas por el test Tuckey entre valores de
control de células vs H,O, tratadas, **p<0.05 diferencia significativa entre valores con

tratamiento antioxidante vs H,O, tratadas.
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En la Figura 18 B es claramente visible que las células tratadas con peroxido de hidrégeno
estan perdiendo su capacidad de dividirse de una manera dependiente de la concentracion.
La capacidad de proliferacion en 1600 uM no se pudo recuperar después de 24 h después
del inicio del desafio oxidativo. Esta inhibicién permanente en la proliferacion podria

atribuirse a la persistente presencia de agregados de proteinas en las células ARPE-19.

Los lisados celulares de ARPE-19 procedentes de los tratamientos experimentales
se evaluaron para determinar la actividad funcional de la caspasa utilizando la caspasa-3-
especifica del sustrato Ac-DEVD, este conjugado péptido-PNA es un no-cromosforo hasta
que el PNA se escinde del péptido por una caspasa activa y en consecuencia, el aumento de

la absorbancia es indicativo de la actividad de la misma.
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Figura 19 Actividad de Caspasa-3 inducida por adicion de H,O, (800 o 1600 uM) y GOx
(25 0 50 mU/mL) sobre células ARPE-19 a las 24 horas. Las células control, y células
control positivo (C") no fueron tratadas con H,O, C" (control especifico de caspasa-3). Las
células fueron co-tratadas con 1600 pg/ml de extracto de Bucida buceras. GOx50
mU/mL+ CAT (200 U/ml). Valores expresados como media £ DE en pM (n=3
experimentos independientes). *p<0.05 diferencias significativas por el test de Tuckey
entre valores de control de células vs clélulas tratadas con H,0O,, **p<0.05 diferencias

significativas entre valores con tratamiento antioxidante vs H,O, tratadas.
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Dado que el tratamiento con Bucida buceras inhibi6 el efecto citotoxico generado por
estrés oxidativo con el H,O,, se estudi6 el efecto directo sobre la actividad caspasa-3. La
Figura 19 muestra que el antioxidante ejercio una disminucion significativa en la actividad
de la caspasa-3, principalmente cuando se estudiaron concentraciones moderadas. El
extracto fue capaz de prevenir el aumento en actividad de caspasa-3 inducido por el H,O,
en los tratamientos de GOx 25 mU/mL y 800 uM de H,0,, con reducciones del 13 y 51%

respectivamente.

El envejecimiento de la retina y del EPR estd asociado con un incremento en el
nivel del dafio oxidativo. Es generalmente asumido que el estrés oxidativo desempefia un
papel fundamental en el desarrollo o la progresion de la degeneracion macular relacionada
con la edad (DMAE) y de otras retinopatias. La pérdida de la funcion de los
fotorreceptores es una consecuencia del dafo oxidativo al EPR (Miranda et al., 2010; Yu et
al., 2012). En este estudio se empled varios métodos para determinar si el tratamiento
concomitante con el extracto puede alterar la respuesta de muerte celular y la homeostasis
redox sobre un cultivo de ARPE-19 expuesto al H,O,. Los datos presentados muestran que
el extracto de Bucida buceras puede proteger parcialmente al cultivo celular de la muerte
celular inducido por el HyO,. El cambio intracelular en el estado redox contribuye a
incrementar la capacidad de las células para soportar el estrés oxidativo. Por otro lado, el
tratamiento con el antioxidante fue capaz de prevenir el dafio inducido debido a un
aumento en el poder reductor, un incremento el nivel de glutation, y de la actividad de la
catalasa (Fig. 20). Los hallazgos, llevan a la conclusion de que la regulacion del estado
redox celular puede ser la principal accion de Bucida buceras para proteger las células del

estrés oxidativo y prevenir o curar patologias oculares asociadas al estrés oxidativo.
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Figura 20 Vision esquematica de los efectos protectores del extracto de Bucida buceras

sobre ARPE-19. Células con el extracto durante 24 horas protegidas contra la toxicidad

de

H,0,. El H;0, puede causar estrés oxidativo en ARPE-19 como se indica por un

agotamiento de GSH, GPx y en CAT, también se ve un dafio a la enzima mitocondria
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VIIL. DISCUSION

VIIL1. Evaluacion Cinética y Téxica del H;O, en un Modelo de Adicién en Pulso

VIIIL.1.1. Efecto del suero fetal bovino (SFB) sobre H,0,

Numerosos estudios han analizado la respuesta de los cultivos celulares al H,O, cuando es
adicionado al medio de cultivo como simple o repetidos pulsos. Usualmente el proposito
de estos experimentos es investigar la respuesta celular al estrés oxidativo como puede
ocurrir naturalmente en condiciones de patologias cronicas. Muchos de estos estudios han
sido conducidos por adicion de H,O, diluido al medio de cultivo celular (tratamientos por
pulsos o bolos) asumiendo que estos al menos parcialmente mimetizan condiciones y

respuestas que pueden ocurrir in vivo.

No esta claro cuales componentes del medio pudieran ser responsables por la
disminucion observada. Quiza aminoacidos presentes en el DMEM tales como: metionina,
cisteina y triptofano interactiian con el H,O, conduciendo a su consumo (Kim et al., 2001;
Kaczara, 2010). Ademds la suplementacion diferente al medio de cultivo con
antioxidantes, precursores y distintos aditivos consumidores de perdxidos tales como

piruvato y albimina de suero son conocidos como secuestradores de H,O,.

VIII.1.2. Efecto del tiempo sobre estabilidad del H,O; en pulso

Kaczara et al., 2010 y Gulden et al., 2010 reportaron una ligera declinacion con el tiempo
en la concentracion de perdxido (100 y 200 uM) en ausencia de células (ARPE-19 y C6).
Aunque el medio reportado en sus experimentos fueron MEM/10% SFB y DMEM libre de
piruvato y de suero. Sin embargo Kaczara et al., 2010 reportaron que la ligera, pero

medible descomposicion del perdxido es un orden de magnitud mayor que en PBS.
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Diferencias en los medios de cultivo o en la suplementacion del medio con antioxidantes y
precursores, asi como diferentes contenidos de aditivos consumidores de peréxidos tales
como piruvato y albimina de suero conllevan a variabilidad en la eliminacion del

perdxido.

VIII.1.4. Velocidad de descomposicion del H,O;

La contribucion intracelular de la actividad de la catalasa aportada por las células (k) es
importante en la eliminacion del perdxido. Sobotta et al., 2013 reportaton que cultivos
celulares de Jurkat T presentaron valores de k¢ entre 0.0006 a 0.0015 s, Por lo tanto, la
concentracion de H,O, fue menor dado a la contribucion de las células. Aunque muchas
lineas celulares tienden a exhibir k.o de entre 1-1.5 x10° 3 s'l, estas pueden ser diferentes
entre cultivos celulares y/o células primarias por ejemplo células primarias del higado

muestran 10 veces mayor k. que lineas celulares de hepatomas.

Una répida caida exponencial de H,O, es consistente con los resultados reportados
para otros tipos de células (Gulden et al., 2010; Sobotta et al., 2013) y para EPR (Kim et
al., 2003; Kaczara, et al., 2010).

VIIIL.1.5. Influencia de las células (ARPE-19) sobre el H,O,

La concentracion nominal de H;O, en un cultivo de células se corresponde con
concentraciones iniciales que son eliminadas rapidamente del medio de cultivo (Dringen y
Hamprecht, 1997; Antunes y Cadenas, 2000; Makino et al., 2008; Gulden et al., 2010;
Kaczara et al., 2010; Panieri et al., 2013). Un decaimiento exponencial es consistente con
los resultados para otros tipos de células (Gulden et al., 2010; Hohnholt y Dringen, 2014) y
con lo reportado por Kaczara, et al., 2010 en cultivo de ARPE-19. La cinética de reaccion

indica una reaccion de primer orden con dependencia sobre la concentracion de sustrato, lo
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que significa que el H,O, no es mantenido cuando la concentracion del agente oxidante es

liberado como pulso.

Hohnholt y Dringen, 2014 en ensayos con cultivos de neuronas reportd que la
degradacion del H,0,, incubado en concentraciones hasta 100 pM tuvieron tiempos
medios deplecion de 7.8, 10.9 y 14.5 min en funcion de la concentracion del peroxido (30,

60 y 100 uM respectivamente).

La disminucion del H,O, adicionado al cultivo en forma de pulso en presencia de
células ARPE-19 comparado a su ausencia depende del gradiente establecido a través de la
membrana celular. Varios factores determinan la disponibilidad del H,O, en el medio a
través del tiempo: la concentracion extracelular del oxidante, la permeabilidad de la
membrana al H,O; y la cantidad y disponibilidad de enzimas que descomponen el peroxido
de hidrogeno, entre las que se incluyen la catalasa, glutation peroxidasa y glutation

reductasa (Liu y Gaston, 2010).

La adicion exogena del H,O; tiene un corto tiempo de vida media debido a su
rapida degradacion por catalasa y peroxidasas celulares y las aportadas por el suero
enriquecido al medio. Aunque estudios basados en pulsos son usualmente llevado a cabo
con concentraciones de H,O; en el rango de micromolar o milimolar para provocar una
respuesta celular. Esto es en contraste con las muy bajas concentraciones de H,0,
encontradas en condiciones pato-fisioldgicas in vivo donde concentraciones exdgenas
raramente exceden el bajo rango micromolar (Sobotta et al., 2013). No esta claro que
extension del tratamiento en pulso puede mimetizar situaciones filolégicamente relevantes.
La adicion exdgena de H,O, puede ser considerada una via razonable de aproximacion a
eventos fisiologicos si cuestiones de cinéticas y dependencia de la concentracion es tomado

en cuenta.

Gulden et al., 2010 en células de astroglioma de rata (C6) reportaron que el tiempo
medio de eliminacion del H,O, disminuyd de 26 a 7 min con el incremento de la
concentracion celular. Por lo que incrementando la concentracion celular se acelera la

eliminacion del peroxido.
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VIII.1.6. Citotoxicidad del H,O; en pulso por MTT

El H;O; es una molécula pequefia, sin carga que facilmente atraviesa las membranas
celulares y se localiza en multiples compartimentos sub-celulares. La reactividad quimica
es relativamente baja, pero su exposicion a metales de transicion descompone el H,O, al
radical OH muy reactivo (Hartwig, 2013) el cual se presume sea el responsable de la

citotoxicidad del peroxido de hidrogeno.

El tiempo de incubacion con H,O, no es equivalente al tiempo de exposicion
cuando el oxidante se libera como adicion simple. Las mediciones de degradacion revelan
que H,0, se elimina rapidamente, obviamente, la muerte celular no es de inmediato y la
ventana entre la exposicion inicial y la muerte celular es relevante porque es en este paso
que el antioxidante podria funcionar para aumentar la cantidad de células supervivientes.
Cuando el H,O; se entrega o genera fuera de las células, se establece un gradiente a través
de la membrana celular que depende no so6lo de la concentracion extracelular del oxidante,
sino también de la permeabilidad de la membrana al H,O; y de la cantidad y disponibilidad
de enzimas que descomponen al H,O, (Antunes y Cadenas, 2000;. Makino et al., 2008;.
Panieri et al., 2013). El H,O; ha sido encontrado distribuido en diferentes compartimentos

subcelulares, es decir, el citosol, la mitocondria y el niicleo (Panieri et al., 2013).

Diferencias en la sensibilidad de las células al H;O, son debido al tipo de célula en
particular, a los tiempos de incubacion y puede estar influenciado ademas por las
condiciones de los medios cultivos. Gulden et al., 2010 reveld que la potencia citotdxica de
H,0; en la células de astroglioma (C6) aument6 aproximadamente 17 veces al prolongar el
tiempo de incubacion, por otra parte la desprivatizacion del suero en el medio reduce
fuertemente o incluso detiene el crecimiento de células C6. Ademas el reportd que el
efecto toxico del H,O; estd en funcion de los umol H,O,/cel. Antunes y Cadenas, 2000
observaron que las células Jurkat necesitan 12 h después de una 1 h de exposicion a una
concentracion de estado estacionario de 25 uM H,O, para desarrollar la maxima
citotoxicidad. De igual manera, Kaczara et al., 2010 observo que células ARPE-19
necesitaron de 24 h para desarrollar un efecto citotoxico con una concentracion efectiva
media de 300 uM a diferencia de lo encontrado en nuestro estudio sus células crecieron en

un medio esencial minimo (MEM).
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Zhang et al., 2014 reportaron que 300 pM indujo aproximadamente un 50% de
pérdida en la viabilidad celular a las 24 h, aunque en esta investigacion sometieron a las
células a una desprivatizacion del suero al 1% durante toda la noche previo al ensayo en un
medio de mezcla DMEM/F-12. Similar resultado fue reportado por Yu et al., 2013 en
células epiteliales de lente humano que fueron sometidas a crecimientos en MEM libre de
suero en el momento de la exposicion con el peroxido. Como se discuti6 en la Figura 4 y 5
la velocidad de eliminacion del peroxido en medio con suero es mayor que ausencia de
este, dado por su mayor valor de k y su menor t;,. Este comportamiento esta relacionado
con la capacidad que tiene la albumina de suero y el piruvato como secuestradores de H>O,
lo que se traduce en un mayor requerimiento de la concentracion del H,O, para lograr el
efecto toxico. Por otro lado la alta sensibilidad de las células a la oxidacion producida por
la apoptosis inducida por la desprivatizacion del suero, propio de la carencia de los
antioxidantes séricos han sido reportado por Kwok et al., 2010; Su et al., 2012; Zhang et
al., 2014.

Resultados ligeramente diferentes fueron reportados por Kim et al., 2003 sobre la
misma linea celular. Concentraciones de H,O; entre 100 y 300 uM no presentaron cambios
apoptoticos utilizando el ensayo de kit deteccion de apoptosis (ISEL), sin embargo una
concentracion de 500 pM provocod una condensacion y marginalizacion de la cromatina
con cambios apoptoticos. A una concentracion de 600 pM un mayor niimero de células
mostraron signos de apoptosis y concentraciones superiores a esta aparecieron células

necroticas identificadas por la presencia de organulos inflamados y ruptura de membrana.

En la linea celular humana de leucemia de células-T (Jurkat J16) y la linea celular
resistente al H,O, (HJ16) una concentracidon moderada de 0.5 mM disminuyo
dramaticamente el porcentaje de células vivas (evaluado por citometria de flujo) a las 24 h.
Sin embargo, en su policlonal HJ16 el mismo tratamiento no afecto la proliferacion celular.
Una concentracion de 3 mM presentd un 70% de células viva en la policlonal HJ16,
mientras en la Jurkat J16 un 0.37% de células vivas estuvieron presentes (Qenaei et al.,

2014).

La concentracion de peréxido de hidrogeno es de significancia debido a que los
efectos del H,O, son dependientes de la concentracion y varian desde sefializaciones
fisioldgicas hasta la muerte celular (Kim et al., 2003; Kaczara et al., 2010; Kwok et al.,

2010; Sobotta, 2013; Andrade et al., 2013; Zhang et al., 2014). Mientras niveles
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nanomolares de perdxido de hidrégeno es un estimulante del crecimiento y proliferacion
celular, a concentraciéon micromolar causa transitorias paradas del crecimiento e induce a
alteraciones en la expresion de genes que conlleva a adaptaciones protectoras (Pickering et
al., 2013). A niveles milimolar es un oxidante toxico que causa un significativo estrés
oxidativo. Moderadas concentraciones de H,O, (400-600 uM) pueden producir apoptosis
mientras que altas dosis (superior a 600 uM ) preferencialmente inducen necrosis (Kim,
2003; Gulden et al., 2010; Pickering et al., 2013). El ADN es especialmente sensible al
H,0, como dafio oxidativo provoca la ruptura de simples y dobles cadenas (Barbouti et al.,
2002; Ott et al., 2007; Zhang et al., 2014). La extension del dafio al ADN induce muerte

celular.

Los ojos estan en riesgo particular de dafio oxidativo debido a su alta exposicion al
oxigeno, una gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados en la retina y una alta
exposicion a la luz, los contaminantes ambientales y a los rayos ultravioletas (Wu et al,
2006; Kaczara et al, 2010, Yu et al., 2013; Zhang et al., 2014). El epitelio pigmentario de
retina (EPR) estd en alto riesgo de estrés oxidativo porque reside en un ambiente de alta
tension de oxigeno y se expone a la luz azul fototoxica (Wu et al., 2006). En el EPR, el
H,0; se produce ademéas durante la fagocitosis diaria de los segmentos externos de los
fotorreceptores y se genera como consecuencia de la irradiacion de la luz al pigmento
melanina afectando directamente el epitelio pigmentario retiniano (Korytowski et al., 1987;
Kaczara et al., 2010; Miranda et al., 2010; Zhang et al., 2014). El EPR es también una
fuente importante de citocinas que regulan la respuesta inflamatoria en la retina (Bian et

al., 2012).

El estrés oxidativo en la capa celular del EPR con el tiempo produce disfuncion del
tejido que contribuyen al desarrollo de la patogénesis de muchas enfermedades del aparato
visual, como la degeneracion macular relacionada con la edad (DMA), retinopatia
diabética y degeneraciones hereditarias de la retina (Gaspar et al., 2013; Zhang et al., 2014;
Cano et al., 2014). El H,O, es el oxidante principal involucrado en la formacion de
cataratas. El nivel de H,O; en el humor acuoso en los ojos normales humanos esta en el
rango de 14-31 uM. Sin embargo, en condiciones patoldgicas como la existente en los ojos
con cataratas, el nivel de H,O; en el humor acuoso difiere entre 33 a 324 puM, con una

media de 189 uM (Spector, 1998).
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VIIL.2. Evaluacion Cinética y Toxica del H,O; en un Modelo de Generacion

Enzimatica Continua con Glucosa Oxidasa (GOx)

VIIL.2.1. Comportamiento de la GOx en el medio en ausencia y presencia de células
ARPE-19

Debido a que el H,O, es labil en un medio de cultivo, la exposicion sostenida a una
concentracion dada es dificil de lograr cuando el agente es deliberado en un simple pulso.
Un método alternativo para sostener los tratamientos de H,O, en el cultivo es una
generacion continua del producto desde la glucosa del medio usando glucosa oxidasa
(GOx). Este enfoque esta siendo usado para tratamientos de cortos tiempos en cultivos
celulares, incluyendo lo reportado por Zhang et al., 2008; Sobotta et al., 2013; Gonzalez-
Ramos et al., 2013; Kaczara et al., 2010 en cultivo de ARPE-19. La oxidacion de la

glucosa del medio en presencia de GOx genera H,O, y D-glucono-6-lactona.

Kaczara et al., 2010 reportaron concentraciones de peroxido producido por la GOx
en similar rango de actividades ligeramente mayores que las obtenidas en nuestras
condiciones de experimentacion. Este resultado puede estar dado por la influencia que
puede ejercer el medio y la suplementacion de aditivos en la degradacion del oxidante en
nuestras condiciones. Similares resultados en la conducta de produccion del perdxido por
la enzima en ausencia o presencia del cultivo celular fueron obtenidos comparado a lo

reportado por Kaczara et al., 2010.

Gonzalez-Ramos et al., 2013 reportaron que la adicion de 2 mU/mL de GOx en un
cultivo primario de células mesangial humana (HMC) produjo un incremento del peréxido
de hidrogeno casi estacionario en 24 h. Similar a los resultados obtenidos en nuestro

estudio en concentraciones de 3 y 5 mU/mL de enzima.
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VIIIL.2.2. Citotoxicidad del H,O, enzimatico por MTT

La disminucién en la concentracion de H,O, que se discutio anteriormente (Fig. 10B)
puede ocurrir como una consecuencia de la ruptura de membrana causado por la oxidacion
de los lipidos de membrana. Este fenomeno ocasiona la salida del contenido celular que
produce una aceleracion en la deplecion del perdxido, probablemente relacionadas con las
enzimas antioxidantes glutation peroxidasa y catalasa. Claramente, la dindmica de
exposicion del oxidante a las células difiere bajo estas dos condiciones. Cuando el oxidante
es entregado como pulso, el HO, es agotado con bastante rapidez (Fig. 5). Mientras que
las células tratadas con GOx fueron expuestas a mas sostenida moderada concentracion

durante todo el tiempo de incubacion.

Una prolongacion en el tiempo de incubacion hasta las 48 h incrementa la actividad
citotoxica del H,O, generado enzimaticamente. El valor de ICsy derivado de la relacion de
concentracion-proliferacion disminuy6 a la mitad alcanzando un valor de 228.56 uM de
H;0,. Una sostenida liberacion del perdxido por la GOx durante un mayor tiempo de
incubacion agota la capacidad de las células a contrarrestar el efecto oxidativo, haciéndola
mas vulnerable al efecto toxico. Comparando la concentracion de H,O, que produce
citotoxicidad en el cultivo de ARPE-19 después de adicionado como pulso contra la
generacion continua concluimos que las células del epitelio pigmentario de retina pueden
tolerar alta concentracién en un corto tiempo de exposicion necesitando de una elevada
concentracion en un solo pulso para producir la citotoxicidad comparado a una menor

concentracidon necesaria en una situacion cronica sostenida.

Pickering et al., 2013 reportd que las células embrionarias de fibroblastos murino
(MEF) créonicamente expuestas a una continua produccion de H,O, generado por GOx
aumentd la respuesta adaptativa a bajas velocidades de generacion, pero pierde casi
completamente la adaptacion al estrés a altas cantidades de produccion del H,O,. Cortos
tiempos de supervivencia son negativamente influenciados a la adaptacion al estrés

oxidativo cronico.

Gonzélez-Ramos et al., 2013 encontron que el efecto de la GOx sobre la habilidad
del H,O,, para estimular la sintesis del factor de crecimiento transformante tipo B (TGF-

B1) en células HMC es prevenido por la pre-incubacion con catalasa. El TGF-B1 es uno de
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las principales citocinas involucradas en enfermedades cardiovascular, hepatica, pulmonar

o renal crénica.

Existen varias razones por lo cual GOx es una fuente de H,O, segura para la
aplicacion en los cultivos celulares, a diferencia a otras oxidasas como la xantina oxidasa,
(a) glucosa oxidasa exclusivamente convierte el oxigeno a H;O, en relacion
estequiometrica simple (1:1), (b) GOx genera continuamente bajos niveles de H»O,
solamente (ninguna otra EROs) de su sustrato glucosa, (c) su producto D-glucunolactona
es metabolicamente inerte, (d) GOx funciona bien a pH fisiologico de 7.4, (e) presenta una
alta especificidad por su sustrato, (f) es estable y permanece activa completamente activa
por encima de 24 h a 37°C, y (g) GOx no interfiere con la expresion de enzimas endogenas

porque ella no existe en células de mamiferos (Gonzalez-Ramos et al., 2013).

VIIL3. Evaluacion del Glutation Reducido (GSH), Enzimas Antioxidantes: Catalasa y
Glutation Peroxidasa y Poder Reductor (FRAP)

VIIL3.1. GSH

El GSH un tripéptido que contiene un grupo tiol, es el principal antioxidante
intracelular y es ademadas el principal sustrato de peroxidasas en la reduccion de
hidroperoxidos. El grupo sulfhidrilo (SH) sirve como un donador de electrones y reacciona
con EROs (H,0,, OH, O,.) en el mantenimiento de un entorno celular reductor. La
disminuciéon del contenido de GSH estd muy intimamente relacionado con la
susceptibilidad celular al H,O,. Como se discuti6 anteriormente (Fig. 7 y Fig. 11) la
concentracion de 1600 uM empleada como pulso resulté en una elevada citotoxicidad, lo
cual se corresponde con una menor concentracion de GSH. De igual forma una actividad
de GOx (50 mU/mL) presentd un 80% de muerte celular alcanzando una deplecion del
50% del contenido del glutation reducido. De ahi la gran importancia de mantener altos los

niveles de glutation reducido para preservar la supervivencia celular.
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El parametro clave de la supervivencia celular durante un tratamiento moderado
con H,O, es mantener la concentracion minima de GSH. Esta concentracion es esencial
para proteger el nucleo contra el dafio oxidativo y preservar la funcion nuclear. Una
concentracion alta de GSH (> 1mM) preserva todas las funciones celulares de la inhibicion
oxidativa. Como resultado las enzimas de la maquinaria de detoxificacion son inducidas y
el H,O; intracelular es rdpidamente degradado. A concentracién menor (= 0.1 mM), el
glutation reducido pierde su efecto protector citosolico, pero aiin queda sufuciente para la
proteccion del nticleo contra el dafio oxidativo. A pesar de la induccion transcripcional de
genes de respuesta al estrés, la maquinaria de detoxificacion se mantiene a bajo nivel
debido a la inhibicion translacional. Por lo tanto, el H>O, es lentamente degradado y las
proteinas oxidadas se acumulan en el citosol. A pesar del aumento del estrés, la funcion
nuclear puede soportar la reanudacion del crecimiento. En concentraciones menores de
0.03 mM los componentes nuclear y citosolico son altamente sensibles al dafio oxidativo

conduciendo a la muerte celular.

Las células ARPE-19 presentaron una capacidad mayor en la retenciéon de la
disminucion del contenido celular de GSH comparado a la linea celular humana leucemia
células-T (Jurkat J16). En esta linea celular una concentracion superior de 0.1 mM
disminuy6 casi completamente el contenido intracelular del glutation, mientras que en su
linea clonada resistente al per6xido esta disminucion solo alcanz6 la mitad (Qenaei et al.,
2014). En la levadura Saccharomyces cerevisiae cuando el tratamiento de H,O, fue
aplicado en 8 generaciones de cepas mantenida a en deplecion de GSH un incremento
significativo en la frecuencia de mutacion fue observado. Este resultado mostré que la
estabilidad nuclear del ADN es fuertemente afectada por el tratamiento del H,O, bajo muy

pequefias concentraciones de GSH (Hatem et al., 2014).

En cultivos de neuronas sometidos a concentraciones de H,O; hasta 100 uM una
sostenida exportacion del GSH indujo a una pérdida del glutation reducido intracelular que
contribuy6 a la vulnerabilidad celular en condiciones de incremento del estrés oxidativo
(Hohnholt and Dringen, 2014). Por otra parte, se reportd que una reducida cantidad de
GSH parece ser suficiente para el ciclaje redox del GSH y el mantenimiento de la

viabilidad celular en ausencia de estresores adicionales (oxidantes).
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VIIL3.2. CAT y GPx

Kwok et al., 2010 reportaron que 0.35 mM de H,O, marcadamente disminuye la actividad
de GPx, pero no de GR en células endoteliales humanas de la vena umbilical (HUVECs:).
Similar a nuestros resultados se encontrd6 que el ginsenosido protopanaxatriol (PPT-
componentes quimico del Ginseng) puede modular los niveles del glutation afectando
principalmente la actividad de la glutation reductasa, mientras que un breve incremento de
la GPx fue observado. Por otro lado, Qenaci et al., 2014 no encontraron correlacion entra
la actividad enzimatica de la catalasa y la resistencia de las células al HO; en células—T de
leucemia mientras que indico que la superior actividad de la GPx en células resistentes al
H,0, (HJ16) puede desarrollar un rol importante en la resistencia al oxidante para este tipo

de células.

VIIIL.4. Efecto protector de Bucida buceras sobre el daiio téxico inducido por la

adicion del H,O,

Similar a nuestros resultados el tratamiento con 8 mM, GSH increment6 la viabilidad
celular en = 15% después de 0,5 mM de H,O; y redujo = 75% de las mutaciones micro
satélites oxidativas en células de cancer colorrectal humano. Sin embargo N-acetilcisteina
(NAC) a 10 mM no afecto la viabilidad celular en 0,5 mM H,0, aunque NAC suprimio las
mutaciones que inactivan al sistema reparador de desajustes del ADN (sistema MMR).
Este sistema MMR mantiene la estabilidad gendmica por correccion y deleciones/
inserciones que se producen con frecuencia en los microsatélites durante la replicacion del
ADN (Li et al., 2014). De otra manera el pre-tratamiento con ginsenosido protopanaxatriol
(PPT-componentes quimico del Ginseng) revirtié completamente el efecto toxico inducido

por 0.35 mM de H,0; en células HUVECs (Kwok et al., 2010).

Castro et al., 2012 encontraron, en las células Jurkat que la agregacion disminuye la
actina celular funcional, afectando principalmente la proliferacion. El ataque oxidativo
conduce primero a una oxidacion ligera de las proteinas, causando un mal plegamiento en

el estado nativo de las proteina; si el estrés persiste, la oxidacion adicional tiene por objeto
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los residuos hidrofobos que normalmente estan en el interior de las proteinas y estas se
convierten en gran medida en oxidadas, lo que favorece la formacion de agregados de
proteinas. La acumulacion de proteinas oxidadas normalmente se degradada por el
proteosoma, sin embargo este proceso puede verse afectado cuando la velocidad de
formacion de proteinas oxidadas excede la capacidad proteosomal o cuando la propia
actividad del proteosoma ha disminuido. Los agregados formados interactiian con el
proteosoma, inhibiendo su actividad, y conduciendo a una pérdida de funcionalidad, por

ejemplo, la proliferacion.

La progresion al estimulo de muerte celular por apoptosis o necrosis depende del
dafio mitocondrial y de los niveles de ATP. El tratamiento con H,0O, puede
significativamente incrementar la actividad. La presencia de ATP es esencial para la
activacion de apoptosis dependiente de proteasas y la subsecuente activacion de caspasas
que inducen la apoptosis. Es bien conocido que la caspasa-3 tiene un papel primordial en el
desencadenamiento de la cascada de eventos que conducen a la apoptosis (Bai et al, 2011;

Yuet al,, 2013; Zhang et al., 2014).

Similar a nuestro estudio, Zhang et al., 2014 encontron que el extracto acuoso de la
raiz de Salvia miltiorrhiza (acido salvianolico A) inhibid la escision de caspasa-3 inducido
por el H,O, en células del EPR. El efecto cito-protector de la sal acido salviandlico se
debio ademas a la activacion del factor de transcripcion Nrf2 y su elemento de respuesta de

genes antioxidante-dependiente (ARE).

Nuestros datos confirman que la caspasa-3 podria ser un objetivo parcialmente
involucrado en la apoptosis inducida por el H,O, en el epitelio pigmentario de la retina.
Por otro lado, la baja correlacion entre actividad de caspasa-3 y el nivel de muerte de las
células indica que las concentraciones de H,O; influyen en el modo de muerte celular, por
ejemplo, apoptosis frente a necrosis. Las concentraciones mas altas de H,O, inducen una
toxicidad grave, con una muerte celular del 90%, lo que sugiere que en bajo estas

condiciones experimentales necrosis fue el modo predominante de muerte celular.

Yu et al., 2013 encontraron que el dafio celular inducido por 200 uM de H,O; en
células humanas epiteliales de lentes (HLE B3) estuvo mediado principalmente por
apoptosis dependiente de caspasa. Estas células se cultivaron en MEM privatizado de suero

antes de la exposicion a una adicion de H,O,.
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Los cambios en el ciclo celular causados por el H,O, eventualmente conducen a la
apoptosis debido a un incremento en la fase sub-G1 y una parada en el incremento de la
fase G2/M. Cuando las células HT-22 fueron tratadas con 100 uM de H,O, durante 30 h,
se reportd una disminucion en la fase G1 y un aumento en la G2/M. La cantidad de Bax
(proteinas antiapoptodticas) disminuyd gradualmente, mientras que Bcl-2 (proteinas

proapoptdticas) aumentd gradualmente (Kim et al., 2014).

El estrés oxidativo inducido por el H,O; es capaz de inducir la muerte celular tanto
por apoptosis como por necrosis; un moderado estrés oxidativo causa apoptosis mientras
que un severo estrés oxidativo provoca necrosis (Eno et al., 2013). El grado de estrés
oxidativo determina el nivel de dafio a la membrana lisosomal. El1 H,O, interacttia con el
hierro intralisosomal para generar radicales hidroxilo altamente reactivos que inician la
peroxidacion lipidica de las membranas lisososomal y la posterior permeabilizacion de la

membrana.

La ruptura de la membrana de los lisosomas libera enzimas hidroliticas (nucleasas,
proteasas, fosfolipasas, lipasas, fosfatasas, sulfatasas, y glicosidasas) normalmente se
encuentran en el interior de los lisosomas hacia el citosol, lo que activa a su vez la
sefializacion apoptotica por hidrolisis de sus sustratos. Sin embargo, un dafio severo a la
membrana lisosomal conduce a una salida masiva de las enzimas lisosomales hacia el
citosol, degradando componentes celulares indiscriminadamente, provocando la
acidificacion citoplasmatica perjudicial, y en ultima instancia la induccion de la necrosis en

lugar de la apoptosis (Berndt et al., 2010; Eno et al., 2013).
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IX. CONCLUSIONES

En ausencia de células ARPE-19 la degradacion del H,O; sigue una cinética de primer
orden con una mayor declinacion en medio con suero. Sin embargo, en presencia de
células ARPE-19 la concentracion de H,O, disminuyd exponencialmente mas rapido en
medio con suero, alcanzando un tiempo de eliminacion de 2 horas con una constante de

velocidad mayor en este medio.

La adicién de GOx al medio de cultivo en ausencia de células ARPE-19 durante 24 h
produce una acumulacion lineal de H,O, superior, dependiente de la concentracion de la
enzima, mientras que en presencia de células el perfil de acumulacion difiere con la

concentracion de la enzima.

La concentracion celular es un factor determinante en la eliminacion del H,O,. A mayor

concentracion celular mas rapido ocurre la deplecion.

El efecto toxico evaluado por MTT sobre el cultivo de ARPE-19 por induccion con adicion
de H,0; 0 GOx mostré una citotoxicidad dosis-dependiente y una dinamica diferente. Una
concentracion mas alta del perdxido es tolerado por las células cuando es adicionado como

pulso, mientras exhibe una susceptibilidad mayor a bajas dosis generadas continuamente.

El acortamiento del tiempo de contacto células/ H,O, a 2 h en el sistema a pulso conlleva a

un requerimiento de 10 veces mayor de concentracion del oxidante.

Bucida buceras present6 un fuerte poder antioxidante dado por su inhibicion del H,O, alta

capacidad de secuestro del radical DPPH, y un elevado poder reductor.

La concentracion de proteinas disminuye en relacion al aumento del nivel de perdxido y es

directamente proporcional a la proliferacion celular.

El estado redox celular evaluado por las variables (GSH, catalasa, glutation peroxidasa y
poder reductor) presentaron una disminucion en los dos modelos de induccion del estrés

oxidativo.

Bucida buceras presenta capacidad retino-protectora dado su potencial de disminuir la
muerte celular y el efecto toxico y al recuperar sistemas de defensa no-enzimatico (GSH,

eliminacion del peroxido y poder reductor) y enziméticos (catalasa y glutation peroxidasa).
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X. RECOMENDACIONES

Someter al extracto de Bucida buceras a un fraccionamiento quimico para aislar, purificar

e identificar el o los metabolitos activos responsables de la actividad farmacologica.

Evaluar la proteccion del extracto sobre el efecto del H,O, en las células ARPE-19 usando

marcadores moleculares del dafio oxidativo.
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