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RESUMEN

Durante el proceso de dafio oxidativo, en la célula se alteran una serie de biomoléculas como el
ADN, proteinas y lipidos. El dafio oxidativo de los lipidos se denomina lipoperoxidacion (LP), que
afecta principalmente a los lipidos de membrana. Durante la LP se liberan numerosas moléculas
que pueden ser consideradas como marcadoras del proceso. El malondialdehido (MDA) es un
aldehido producido durante la LP, que se ha utilizado cominmente como marcador, a través de la
metodologia de las sustancias reactivas al acido tiobartitirico (TBARS). Esta metodologia presenta
problemas de especificidad principalmente cuando se utiliza en fluidos biolégicos y muestras de
tejidos, por lo que en este trabajo se evalud la metodologia del 3-metil-2-benzotiazolidon hidrazona
(MBTH) como una alternativa al TBARS en la determinacién de los productos de la LP. Esto debido
a que para el MBTH se ha descrito la capacidad de reaccionar con aldehidos presentes en el
liquido sinovial (LS), cuyo origen se ha asociado a la degradacién del colageno Il. Ademas se
determind el grado de especificidad reactiva de ambas metodologias evaluandolas en sistemas
con distintos aldehidos (acetaldehido, propionaldehido, glutaraldialdehido y benzaldehido) y con
glucosa (a una concentracién de 10"M), ya que esta molécula presenta un grupo aldehido en su
estructura. Finalmente, se evalu6 el efecto antioxidante (AO) del LS con ambas metodologias.
Todos estos ensayos se realizaron en un sistema biol6gico constituido por una fracciéon microsomal

obtenida a partir de higado de equino y se evaluaron espectrofotométricamente.

Se aplicé la metodologia del TBARS a la fraccion microsomal de higado equino y se logré
estandarizar la metodologia del MBTH para la determinacion de los productos de la LP in vitro. Al
evaluar la especificidad reactiva de ambas metodologias con los distintos aldehidos, se encontré
gue el MBTH reaccionaba con los aldehidos a una menor concentraciéon de lo que lo hacia el
TBARS. Con la glucosa 10™M, nila metodologia del MBTH ni la del TBARS generaron reaccion
colorimétrica, descartando, que bajo estas condiciones experimentales, la glucosa se comporte
como un interferente de la reaccion. Finalmente, el LS no manifesté su capacidad AO con ninguna
de las metodologias utilizadas, incluso con el MBTH, al agregarle LS a la fraccion de membrana se

generé una curva ascendente proporcional a los volimenes de LS adicionados.

Estos resultados sugieren la posibilidad de que el MBTH sea més sensible a los productos de la
LP que el TBARS, y que el cambio en el sistema biol6gico utilizado (de higado de rata a higado de

equino) pudiera afectar en la capacidad AO del LS.



SUMMARY

During the process of oxidative damage, the cell undergoes alterations in its carbohydrate, DNA,
proteins and lipids The process by which the lipids are damage it's called lipoperoxidation (LP),
which occurs mainly on the membrane lipids. During this process numerous molecules are
released. They can be considered as markers of the process. The malondialdehyde (MDA) is an
aldehyde produced during LP, commonly used as a marker of the process, through the
methodology of tiobartitirico acid reactive substances (TBARS). This methodology presents
problems mainly when it is used in biological fluids and tissue samples, so in this work the
methodology of 3-methyl-2-Benzothiazolidon hydrazone (MBTH) was evaluated as an alternative
to the determinate LP products. This is because the MBTH has been described as a method that
reacts with aldehydes present in synovial fluid (SF), which is assumed to come from the
degradation of collagen Il.In addition, to determine the degree of specificity of both methodologies,
they were evaluated with different aldehydes (acetaldehyde, propionaldehyde, benzaldehyde and
glutaraldialdehido) and glucose (at a concentration of 10™M), since this molecule in it linear
structure has one aldehyde group. Finally, in both methodologies, was evaluated the antioxidant
(AO) effect of the SF. All these trials were conducted in a biological system formed by a microsomal
fraction from equine liver and assessed by the colorimetric reaction that generated a specific

wavelength for each methodology.

The methodology of TBARS was successfully implemented to equine liver microsomal fraction and
the MBTH standardize as a methodology for determining the products of the LP in vitro was
achieved. In assessing the reactive specificity of both methodologies, it appeared that the MBTH
reacted with aldehydes to a lower concentration than the TBARS did. With glucose 10™M, neither
the MBTH method or the TBARS generated a colorimetric reaction. So, under these experimental
conditions, glucose doen’t behaves as an interfering reaction. Finally, the SF did not express it’'s
AO ability with any of the methodologies used, even with the MBTH an ascending curve was

generated proportional to the volumes of LS added.

These results suggest the possibility that the MBTH it’s more sensitive to the LP products than the
TBARS method, and the change made in the biological system (rat liver to equine liver) could have

some effect on the AO ability of LS.



INTRODUCCION

Uno de los grandes hallazgos de la biologia molecular, ha sido establecer el papel del oxigeno en
los procesos biologicos. Se ha descubierto que esta molécula esencial para la vida de los
organismos aerébicos, tiene una elevada reactividad que la transforma en una molécula
potencialmente toxica, capaz de desencadenar diversas reacciones de Oxido-reduccion en los
organismos. Este comportamiento dual del oxigeno es lo que se ha denominado la paradoja del
oxigeno (Miller et al., 1993), originando numerosas investigaciones que intentan describir los

procesos en los que participa esta molécula.

El efecto del oxigeno sobre la actividad celular se asocia con los procesos oxidativos, que
explicarian el envejecimiento celular, término asociado a la aceleracién que puede producir el

oxigeno en dicho proceso normal en todas las células.

Tanto en medicina veterinaria como en medicina humana, se ha establecido que el dafio oxidativo
que produce el oxigeno esta directamente relacionado con numerosas patologias de importancia
en ambas disciplinas. Un ejemplo es el importante papel del estrés oxidativo en cuadros que
afectan al bovino, como mastitis, problemas de fertilidad e hipocalcemia entre otras (Lopez-Alonso
et al., 1997). El dafio oxidativo se ha descrito también en las patologias de naturaleza inflamatoria
que afectan a las articulaciones, encontrandose en el liquido sinovial (LS), un incremento de las
proteinas carboniladas asi como de productos de la lipoperoxidacion (LP). Este dltimo proceso se
ha determinado tradicionalmente a través de las sustancias reactivas al &cido tiobarbitarico
(TBARS). También se ha utilizado con este fin la determinacion de dienos conjugados y

Gltimamente la concentracién de isoprostanos.

Por otro lado, Sawicki et al. (1961), comenzé a utilizar la metodologia denominada N-metil-
benzotiazolidon hidrazona (MBTH), con el fin de detectar la presencia de aldehidos en la
contaminacion ambiental. Posteriormente esta metodologia fue utilizada por Horvath et al (1983),
para determinar grupos aldehidos presentes en el LS de articulaciones dafiadas, para describir
tempranamente el dafio articular. Finalmente, desde hace varios afios, en el Laboratorio de
Bioquimica de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, se ha utilizado esta metodologia
con el fin de relacionar la concentracién de aldehidos presentes en el LS conla degradacion del
colageno tipo Il del cartilago articular (Adarmes et al., 2006).

Durante la LP de membranas plasmaticas se generan diversas especias, entre los cuales se

encuentra el malondialdehido (MDA), no obstante, este no es el Unico aldehido producido durante



ese proceso (Janero, 1990), por lo que metodologias como el MBTH, que reaccionan con

aldehidos, podrian reaccionar con dichas moléculas producidas durante la LP.

Los aldehidos no solo estan presentes en estos procesos, sino que pueden ser parte de
numerosas moléculas presentes en fluidos bioldgicos. Este es el caso de la glucosa, molécula
presente en la mayoria de los liquidos biolégicos (incluido el LS), que en su forma no piranésica
expone un grupo aldehido. Se ha descrito que la metodologia del TBARS, es muy Util cuando se
utiliza en fracciones de membranas aisladas, como microsomas y liposomas, pero tiene problemas
cuando se aplica a fluidos biolégicos y a extractos de tejidos, ya que presenta interferencias con
otras moléculas que se encuentran en estas muestras (Halliwell y Chirico, 1993). Por esto, se
presenta la interrogante de si tanto la metodologia del TBARS como la del MBTH, son especificas

para ciertos aldehidos o moléculas que incluyan a este grupo en su conformacion.

Para evaluar ambas metodologias, se sometié una fraccibn microsomal obtenida de higado de
equino a estrés oxidativo, a través del sistema Fe*}/Ascorbato Con el fin de evaluar el
comportamiento de este modelo de LP in vitro, se utilizé LS al que se describio, previamente, un
efecto antioxidante (AO) (Mduller et al., 2008).

Segun los antecedentes presentados, en esta memoria de titulo se buscé, en primer lugar,
estandarizar la metodologia del MBTH para la determinaciéon de los productos de la LP de
membranas plasmaticas, en un sistema in vitro. Asi, se intentdé modificar la explicacion de que el
MBTH reacciona con aldehidos presentes en el LS, provenientes de la degradacién de colageno
tipo Il, incluyendo la posibilidad de que también pudiera reaccionar con aldehidos provenientes de
la LP. En segundo lugar, se evalué el posible papel interferente que puede tener la glucosa en
ambas metodologias, como ejemplo de molécula que tiene en su estructura un grupo aldehido y
que ademas se encuentra en la mayoria de los fluidos biolégicos. Finalmente se evalué el papel
AO del LS tanto con la metodologia del TBARS (donde ya se ha probado antes) como en la

metodologia del MBTH ya estandarizada para las nuevas condiciones experimentales.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El envejecimiento celular es un proceso complejo que ocurre inevitablemente en todos los
organismos, en los cuales, las células se van haciendo cada vez mas susceptibles al estrés

producido por el medio.

En el dafio celular participa una gran variedad de moléculas de diferentes origenes, que incluyen a
las especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS), ya que todos los organismos aerobicos

dependen del O, atmosférico.

Dentro de las ROS se incluyen los radicales libres (RL), que corresponden a cualquier especie
quimica que posea uno o mas electrones desapareados en su orbital mas externo. Esta
configuracién electroquimica es muy inestable, por lo que le otorga al radical la propiedad de ser
una especie quimica altamente agresiva y de corta vida media (Chihuailaf et al.,, 2001). Esta
reactividad lleva a los RL a participar en diversas reacciones oxido-reduccién de biomoléculas,
produciendo asi, dafio en la célula e incluso muerte celular (Fang et al., 2002).

No obstante, los RL también tienen funciones beneficiosas para el organismo, ya que estan
intimamente relacionados a los procesos fisioldgicos normales de los seres vivos. Por ejemplo,
participan como mensajeros en diferentes procesos intracelulares, como la activacion de factores
de la transcripcion durante la mitosis y la apoptosis celular (Winrow et al., 1993; Valko et al., 2007).
También participan como intermediarios en diversos procesos homeostéticos esenciales para la
vida, como es la destruccién de microorganismos, a través de la peroxidacion y desestabilizacion
de sus membranas plasmaéticas, la sintesis de mediadores inflamatorios y la vasodilatacion de
vasos sanguineos, entre otros (Kowaltowski y Vercesi., 1999; Chihuailaf et al., 2001; Kobayashi et
al., 2001).

Como se indica en la figura 1, la generacion de ROS incluye una serie de reacciones donde
participan moléculas como el radical superoxido (O, ), el radical hidroxilo (OH’), el peréxido de
hidrégeno (H0;) y el ozono (O3). Otras moléculas que pueden participar en el envejecimiento
celular son todas aquellas especies reactivas que derivan del nitrdgeno (RNS) como el 6xido nitrico
(NO), el dioxido de nitrogeno (NO,), y el acido nitroso (HNO,); y las que derivan del cloro (RCS)
gue también poseen una alta reactividad, como es el &cido hipocloroso (HOCI). Finalmente, hay
ciertos metales de transicion que participan en el proceso oxidativo, como el Cu®, Fe*?y Fe**, entre
otros. Estos metales pro-oxidantes son capaces de aumentar el proceso oxidativo, ya que
transforman moléculas oxidantes en otras formas aun mas reactivas (Roberfroid y Calderon.,
1993).
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Figura 1. Generacion de especies reactivas derivadas del oxigeno, cloro y del nitrégeno. MP:

mieloperoxidasa; SOD: superé6xido dismutasa.

En general, las moléculas oxidantes pueden ser de origen exégeno o endbégeno. La accion de las
moléculas oxidantes de origen exdgeno se relacionan directamente con su lugar de entrada al
organismo. Por ejemplo, las moléculas oxidantes que ingresan por via respiratoria originan estrés
oxidativo que se ha asociado a la patogénesis de importantes patologias respiratorias, como la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica del equino (EPOC) (Mudway y Kelly., 2000; Rahman.,
2005).

Las moléculas oxidantes de origen enddgeno se han dividido en tres grupos segun su origen. Un
grupo corresponde a aquellas moléculas oxidantes que se originan en la cadena de transporte de
electrones mitocondrial (Kowaltowski y Vercesi., 1991). Un segundo grupo corresponde a las
moléculas oxidantes que provienen de actividades enziméticas, como es el caso de la xantina
oxidasa y oxido nitrico sintasa. El tercer grupo de moléculas oxidantes es producido en la
respiracion celular de las células inflamatorias, especificamente por la accién de la enzima
NADPH-oxidasa, que a pesar de su naturaleza enzimatica, se considera como un grupo aparte

dada su importancia en los procesos inflamatorios (Moslen, 1994).
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Cabe destacar que todos estos radicales estan constantemente reaccionando con otras moléculas
0 estan siendo removidos por sistemas biologicos. Estas reacciones tienden a generar otras
moléculas, muchas veces mas reactivas que las anteriores, perpetuandose el dafio celular.

Normalmente los organismos aerébicos poseen mecanismos protectores que limitan la accion
nociva de los RL. Este sistema defensivo, denominado sistema AO, corresponde a un amplio
conjunto de moléculas de distinto origen, que actdan como un sistema coordinado y balanceado
gue protege a los tejidos y a los fluidos corporales de la accion de ROS/RNS/RCS producidos
fisiologicamente o como respuesta a infecciones, cuadros inflamatorios diversos o enfermedades
(Evans y Halliwell, 2001).

Existen distintos criterios para clasificar a los AO, pero los mas utilizados son los siguientes.

Clasificacion segln su mecanismo de proteccion

Los AO pueden ejercer su accién defensiva a traveés de tres mecanismos distintos. Algunos acttan
previniendo la generacion de moléculas oxidantes, principalmente a nivel de la cadena
transportadora de electrones (Beckman y Ames., 1998). Otro grupo, que es el mas importante
cuantitativamente, ejerce su accion inactivando o transformando a estas especies reactivas en
moléculas menos reactivas, capaces de reaccionar con otros AO generandose moléculas
quimicamente estables. Finalmente, otros AO son capaces de limitar el efecto nocivo de las
moléculas oxidantes, ya que pueden romper o reparar proteinas oxidadas y pueden inactivar
lipidos y material nuclear alterado, disminuyendo la propagacion del dafio (Cheeseman y Slater.,
1993; Miller et al., 1993).

Clasificacion segun su naturaleza quimica

Los AO se pueden clasifican en aquellos cuya naturaleza es enzimatica y los de naturaleza no
enzimatica (Larkins., 1999; Chaudiére y Ferrari-lliou., 1999; Maxwell., 1995).

a) AO de origen enzimatico

Al tener un origen enzimatico, los requerimientos de este tipo de AO son regulados acorde a los
requerimientos celulares, pudiendo ser inducidas, inhibidas o activadas por factores enddégenos
(Harris., 1992). Actian catalizando la transferencia de electrones desde un sustrato hacia los RL.
Posteriormente los sustratos o agentes reductores utilizados se regeneran, por ejemplo a expensas
del NADPH (producido en las diferentes vias metabdlicas), para quedar nuevamente activos
(Chaudiere y Ferrari-lliou., 1999).
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Alguno de estos AO son:

- Superodxido dismutasa (SOD): metaloproteina, presente en las células aerébicas y fluidos

extracelulares. Su funcién es catalizar la dismutacién del radical superdoxido a perdxido de
hidrogeno (Bandyopadhyay et al., 1999). Existen tres isoenzimas, dependiendo del metal que
contenga: dos intracelulares (la Mn-SOD que se encuentra en la matriz mitocondrial y las isoformas
predominantes Cu-SOD y Zn-SOD localizadas preferentemente en el citosol) (Chaudiére y Ferrari-
lliou.,, 1999; Mondola et al., 2000). La biosintesis de esta enzima se encuentra fuertemente

regulada por la concentracion del sustrato sobre el cual actta (Yu., 1994).

- Catalasa (CAT): hemoproteina que contiene cuatro grupos Hem en su estructura. Su funcién es

catalizar la descomposicion del peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno, cuando dicho peréxido
se encuentra en altas concentraciones. Es principalmente intracelular, concentrandose
principalmente en peroxisomas y mitocondrias (Céspedes et al., 1996; Wang y Quinn., 1999).

- Glutation peroxidada (GSH-Px): selenoproteina  presente en las células animales, mas

especificamente en la matriz mitocondrial y en el citosol. En presencia de la forma reducida del
glutation (GSH), cataliza la reduccién del peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno, cuando dicho
peréxido se encuentra en bajas concentraciones (Yu., 1994; Powers y Lennon., 1999). Se han
descrito cuatro isoformas de esta enzima, donde la primera corresponde a GSH-Px celular o
clasica que se encuentra presente en practicamente todas las células. La segunda isoforma es la
GSH-Px plasmatica o extracelular. El tercer tipo es la GSH-Px fosfolipidos hidroperéxido, cuya
funcion es proteger de la LP ya que es capaz de reducir hidroperoxidos de &cidos grasos,
previniendo el dafio oxidativo (Allan et al., 1999; Arthur., 2000). El dltimo tipo es la GSH-Px
gastrointestinal cuya funcién se asocia principalmente a la proteccion contra la toxicidad por
ingestion de hidroperoéxidos lipidicos (Holben y Smith., 1999).

Para la accion de estas enzimas se requiere de la participacién de cofactores, como los elementos

traza, particularmente el selenio (Se), zinc (Zn), cobre (Cu) y manganeso (Mn).

b) AO de origen no enzimatico

Constituyen un heterogéneo grupo de moléculas que capturan RL y donan un electrén con el fin de
estabilizarlo. De esta forma se originan especies quimicas menos nocivas para las células
(Bandyopadhyay et al., 1999).

Algunos de estos AO son:

- Vitamina C (Ascorbato): Reacciona directamente con los RL superéxido, hidroxilo y varios

hidroperoxidos lipidicos. También tiene un importante rol al regenerar a la vitamina E, ya que actda
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sobre el RL tocoferoxilo. Todo este proceso transforma al ascorbato en el RL deshidroascorbato, el
cual vuelve a su forma nativa por accién enzimatica o por sustratos celulares tidlicos (Halliwell et
al., 1992). En ciertas condiciones, como por ejemplo excesivas concentraciones de iones Fe® y

Cu*?, el ascorbato puede actuar como un potente pro-oxidante.

- Acido _drico: su accion AO esta basada en la capacidad de esta molécula para prevenir la
oxidacién de la vitamina C y la de la formacién de complejos con los metales Fe y Cu (Miller et al.,
1993; Yu., 1994).

- Glutation: su forma reducida (GSH) constituye el componente tiélico de bajo peso molecular mas
abundante en las células de los mamiferos. Tiene la capacidad de actuar frente a numerosos
compuestos oxidantes, como el peréxido de hidrégeno, el superéxido, el hidroxilo y frente a
especies reactivas del carbono. Ademas tiene la importante funcién de reducir al RL tocoferoxilo y

deshidroascorbato para reconvertirlos en su forma original (Powers y Lennon., 1999).

- Flavonoides polifendlicos: corresponde a un amplio grupo de compuestos fendlicos que actlian

como quelantes de metales. Ademas se ha descrito, in vitro, que tienen la capacidad de capturar
ROS y RNS.

- Vitamina E: molécula que tiene ocho isémeros estructurales de tocoferol, donde el que tiene
mayor poder AO es el a-Tocoferol. Su funcibn AO se basa en su capacidad de capturar RL
superéxidos, hidroxilos y peréxidos lipidicos en las membranas celulares y subcelulares,
deteniendo la propagacion de la LP de membrana. Al estabilizar a un RL el tocoferol se convierte
en el RL tocoferoxilo, el cual vuelve a su estado original gracias a la accion de la coenzima Q y en
menor grado por las vitaminas Ay C (Wang y Quinn, 1999).

- Vitamina A (B caroteno en los vegetales): protege de la LP producida por el sistema de la xantina

oxidasa y elimina el i6n superdxido y los radicales peroxilos. Bajo altas presiones parciales de
oxigeno puede actuar como un factor prooxidante (comportamiento dual compartido con la
vitamina C) (Yu., 1994; Morrisey y O Brien., 1998).

- Ubiguinona o Coenzima Q: su forma reducida, el ubiquinol, impide que los ROS desencadenen la

lipoperoxidacion de membrana y ademas participa en el reciclaje de la vitamina E (Halliwell et al.,
1992; Powers y Lennon., 1999).

No obstante, independiente de su naturaleza quimica, los AO reaccionan en cadena de forma

coordinada, formando un complejo mecanismo defensivo contra las especies reactivas (figura 2).
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Figura 2: Mecanismos de defensa contra los dafios producidos por las ROS. La superéxido
dismutasa (SOD) junto con la catalasa(CAT) o la glutation peroxidasa (GSH-Px) eliminan
muchos de estos compuestos. La lactoferrina (que atrapa el hierro) u otros antioxidantes
como lavitamina E, limitan los dafios producidos.

Otros criterios de Clasificacién

Existen otros criterios que se pueden utilizar para clasificar a los AO, como por ejemplo seguin su
lugar de origen, clasificandolos en los AO de origen enddgeno y los de origen exdgeno; o segun su

relacion con el agua, clasificandolos como hidrofilicos o hidrofébicos.

Como se muestra en la figura 3, cada criterio de clasificacién no es excluyente por lo que un mismo

AO puede ser clasificado con mas de uno de los criterios mencionados.

! SOD I : Acido Urico Bilirubina
i CAT . || Vitamina C Vitamina E
1
«  GSH-Px I I Glutation Vitamina A
—  — s —
I Tioles Coenzima Q
. Antioxidantes de origen enzimatico I :
T . . o : Proteoglicanos Melatonina
L 3 Antioxidantes de origen no enzimatico -
- I| Acido Hialurénico
[ | Antioxidantes hidrofilicos L o o - __
|:| Antioxidantes hidrofobicos

Figura 3: Esquema de distintos criterios de clasificacion de los AO.
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Normalmente, la produccion de RL y el sistema AO se encuentran en equilibrio, pero existen
numerosas causas que lo alteran, ya que o disminuyen la cantidad de AO o aumentan las
moléculas pro oxidantes, generando un fenémeno llamado estrés oxidativo, que en definitiva
corresponde al desequilibrio que ocurre a favor de las sustancias pro oxidantes (Sies,1991). Esta
alteracién es la que produce el dafio celular, desencadenando trastornos fisiolégicos y

favoreciendo la presentacion de procesos patoldgicos (Chihuailaf et al., 2001).

Una vez que se ha desequilibrado el sistema hacia las moléculas pro-antioxidantes, cualquier
componente celular se puede afectar por el dafio oxidativo, pudiéndose oxidar el ADN, los lipidos,
las proteinas y los carbohidratos celulares (Kirschvink et al., 2007). Ahora bien, el orden exacto en
que se afectan va a depender de factores como el origen, ubicacion intracelular y propiedades

quimicas de las macromoléculas y de la reactividad de las moléculas oxidantes (Buettner, 1993).

La oxidacion del ADN puede llevar a mutaciones y a rupturas de las hebras. La oxidacién de las
proteinas puede inducir a disfunciones enziméticas, y finalmente la oxidacién de los lipidos puede
llevar a LP de las membranas plasméaticas iniciando una cadena de reacciones que pueden
comprometer la integridad celular (Lykkesfeldt y Svendsend, 2007). Existe controversia en relacion
al grado de susceptibilidad de los lipidos, ya que Halliwell y Chirico (1993) describen que los lipidos
serian las Ultimas macromoléculas en afectarse, después del ADN y las proteinas, mientras que el
mismo Halliwell (1997) describié que los lipidos son las macromoléculas mas labiles y se afectarian

con mayor frecuencia.

Como se esquematiza en la figura 4, el dafio oxidativo de los lipidos se inicia cuando un RL se une
a un carbono metilénico de la cadena alquilo (CH3-(CH2)n-) de un acido graso. Las cadenas de
acidos grasos afectadas, principalmente las poliinsaturadas (PUFA), se fragmentan en el carbono
que se transforma en RL, desorganizando y destruyendo las estructuras fosfolipidicas de las
membranas celulares (Duthie et al., 1989; Lépez-Alonso et al., 1997; Duthie, 1999). Esto no s6lo
afecta directamente la funcionalidad de las membranas celulares, sino que también lo hace
indirectamente ya que durante todo el proceso se producen metabolitos téxicos como los
aldehidos, entre los que se describen el MDA y el 4-hidroxinonenal (4-HNE), hidrocarburos de
cadena intermedia y peréxidos lipidicos que al degradarse originan nuevos RL (Lépez-Alonso et
al., 1997).
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Figura 4. Esquema del dafio producido por los radicales libres en los fosfolipidos de las
membranas celulares. Los trazos negros representan enlaces saturados; los blancos
insaturados; los circulos, las bases. Los radicales libres se fijan en diversos puntos de las

cadenas, las desorganizan y las rompen.
El dafo oxidativo se puede medir de forma directa o indirecta.

l. Métodos directos

Son metodologias que permiten medir la concentracion de agentes oxidantes en la mezcla. Esto
resulta muy dificil por la corta vida media que presentan las moléculas pro-oxidantes.

La Unica metodologia utilizada con este fin es la espectrometria de la resonancia de la rotacién
(espin) de electrones. La aplicacidon de esta técnica presenta dos importantes limitantes, por un
lado aun no es factible aplicarla en los seres vivos y por otro lado, los equipos necesarios para su

implementacion tienen un alto valor (Pérez y Pérez, 2000).

I1. Métodos indirectos

e Determinacién de los productos finales de la LP.
Durante la LP de membrana se genera una gran cantidad de metabolitos que pueden servir como
marcadores del dafio producido, a través de la utilizacion de metodologias que permitan

cuantificarlos.

Algunas de estas metodologias son las siguientes:

- Medicién de compuestos que reaccionan con el acido tiobarbitirico (TBA).

El MDA es un aldehido de bajo peso molecular que se forma durante la descomposiciéon de
endoperdxidos en las Ultimas etapas de la LP (Valenzuela, 1991). La metodologia del TBARS
consiste en la reaccion entre el MDA y el TBA. En un medio con pH acido y a alta temperatura dos

moléculas de TBA reaccionan con una molécula de MDA, formando un complejo coloreado en una
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relacion de 1:2 MDA:TBA, que puede ser medido fluorimétrica o colorimétricamente a 532nm
(figura 5) (Janero, 1990; Halliwell y Chirico, 1993; Armstrong y Browne, 1995).

HSYN OH Oy AP e SN OH /NYSH
9 N | + /C CH, C\ ‘_—‘l Ill - cH ||\I
H H H 60 X cH sy X + 2 H20
OH OH OH
Acido Tiobarbitdrico Malondialdehido Complejo coloreado
color rosado

Figura 5: Reacciéon de condensacion del &cido tiobarbiturico y el malondialdehido.

El TBARS es muy utilizado ya que es simple, econdémico y sensible, pero bajo ciertas condiciones
presenta importantes problemas.

Esta metodologia funciona bien cuando se utiliza en sistemas de membranas aislados (por ejemplo
en microsomas o liposomas), pero cuando se aplica a fluidos biolégicos y a extractos de tejidos
presenta varios problemas relacionados principalmente con su inespecificidad. EIl TBA no es
especifico para el MDA que no es el Unico aldehido producido durante la LP ni es el Gnico producto
final de este mismo proceso. Por esta razén se ha descrito que, por ejemplo, materiales no
lipidicos relacionados con la LP y otros aldehidos (distintos al MDA) producido en la
descomposicion de perédxidos lipidicos dan una reaccién positiva con el TBA (Janero, 1990;
Halliwell y Chirico, 1993). Por lo tanto, mientras mayor sea el contenido lipidico de la muestra
bioldgica, se van a producir mas metabolitos, que seran capaces de reaccionar con una cantidad
fija de TBA, dando como reaccién positiva a cualquier interaccion entre el TBA y alguno de estos
productos, sin poder especificar si se trata del complejo TBA-MDA buscado (Halliwell y Chirico,
1993).

El proceso de LP es acelerado por algunos metales de transicion presentes en la mezcla (por
ejemplo el Fe), por lo que puede ocurrir que en la reaccidn estén presente agentes quelantes, que
inhiban la participacion de estos metales, alterando la reaccién. Finalmente, cuando se aplica la
prueba del TBA a fluidos corporales muchas otras moléculas (como pigmentos biliares,
glicoproteinas y carbohidratos como la desoxirribosa) dan reaccion positiva con el TBA (Halliwell y
Chirico, 1993).

Por la falta de especificidad de esta metodologia es que se ha tratado de mejorarla o usar
metodologias alternativas. Han habido aproximaciones, como la técnica propuesta por Halliwell y
Chirico (1993), donde proponen que, en la metodologia inicial, se incorpore un AO a la muestra

antes de agregar el TBA, para evitar la propagacién de la reaccion a otros componentes lipidicos y
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asi intentar disminuir los falsos positivos. Junto con esto, proponen utilizar la cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC) para separar el complejo TBA-MDA auténtico de otros cromdgenos
formados. De esta forma el HPLC elimina los productos de la reaccién que puede ocurrir entre el
TBA y otras moléculas constituyentes de los fluidos biolégicos. A pesar de estas modificaciones,
los mismos autores indican que no todos los falsos positivos son controlados por lo que la prueba

del TBA sigue siendo poco especifica.
Con todos estos antecedentes, se afirma que la prueba de TBARS solo se puede utilizar como una
aproximacion al estudio del complejo proceso de la LP de membranas plasmaticas, y no se puede

utilizar como una reaccion especifica y determinante del proceso (Lefévre et al., 1998).

El uso y la interpretacion de la prueba del TBARS para medir el MDA debe utilizarse con las

restricciones descritas y debe ser correlacionada con otras metodologias que midan la LP.

- Mediciodn de otros aldehidos procedentes de la LP.

El 4-hidroxinonenal (4-HNE) es otro aldehido producido durante la LP de membrana. Se puede

medir con HPLC con deteccion UV o con cromatografia gaseosa (Halliwell y Chirico, 1993).

- Medicién de hidrocarburos volatiles en el aire expirado.

Principalmente etano y pentano, derivados de los hidroperdxidos de los acidos grasos insaturados
de las series omega-3 y omega-6 respectivamente. No es un método invasivo, pero es muy

complicado por lo que es de dificil aplicacién en seres vivos.

- Medicién de compuestos fluorescentes de la LP.

Mide la lipofuscina, producto final de la destruccién oxidativa de los lipidos, pero sélo es util para

etapas tardias de la peroxidacion (Pérez y Pérez, 2000).

Existe otra metodologia, que no ha sido aplicada para medir productos de LP, sino que se ha
utilizado para medir aldehidos alifaticos hidrosolubles. Esta técnica se comenzé a utilizar para
detectar y hacer una rapida estimacion colorimétrica de los aldehidos presentes en el aire, con el
fin de entender mejor el rol de los aldehidos alifaticos hidrosolubles en la contaminacion ambiental
(Sawicki et al., 1961). Posteriormente, la necesidad de encontrar una técnica que fuera capaz de
diagnosticar dafio articular prematuro, antes que una radiografia o que la presencia de lesiones
macroscopicas, llevé a Horvath et al (1983), a utilizar esta técnica con el fin de evaluar la
presencia de aldehidos en el LS de articulaciones alteradas. Esto, debido a que frente al dafio
articular se liberan colagenasas, que son capaces de degradar el colageno Il del cartilago articular,

liberando grupos aldehidos al LS.
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Esta metodologia consiste en la reaccion entre un aldehido y dos moléculas de MBTH en un
proceso que ocurre en dos etapas. Como se esquematiza en la figura 6, la en la primera etapa,
que ocurre a pH neutro, el carbono carbonilo del aldehido reacciona con el grupo hidrazina de una
molécula de MBTH formando una azina incolora. La segunda etapa ocurre a pH acido y bajo
condiciones oxidantes, ya que en presencia de cloruro férrico, la azina reacciona con una segunda
molécula de MBTH, formando un producto final coloreado, detectable en el rango visible del
espectro (longitud de onda maxima 620 nm) (Anthon y Barrett, 2002; Sawicki et al., 1961; Paz et
al., 1965).
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c | Cc=N—NH;HCI— > C=N-N= C_ |
| + / \
& s R S
Aldehido MBTH Azina
/ + MBTH
+ FeCls
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S ,l? S

producto coloreado

Figura. 6: Reaccion involucrada en la metodologia del MBTH (adaptado de Sawicki et al.,
1961)

Los grupos aldehidos se pueden encontrar en distintas moléculas, como por ejemplo en azucares
reductoras, en el colageno y la elastina (Unicas dos proteinas que presentan el grupo aldehido en
su estructura), entre otras. Ademas, en diversos procesos patologicos se pueden producir
aldehidos como intermediarios 0 como productos finales, por lo que su cuantificacién sirve como

indicador de dafo.

La metodologia del MBTH ha sido probada con distintos propdsitos, como por ejemplo por Anthon
y Barrett (2002) con el fin de determinar la presencia de azlcares reductores o por Sawicki et al
(1961) para determinar aldehidos contaminantes del aire, pero no se ha probado al MBTH como

posible indicador del dafio producido por la LP de membranas celulares.
Por estos antecedentes, en esta Memoria de Titulo, se pretende evaluar ambas metodologias en la

determinacion de los productos de la LP in vitro. Con este fin se utilizar4 una fraccion microsomal

de higado equino como un sistema libre de colageno. Ademas, se intentara modificar la
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interpretacion de la reaccion del MBTH en el LS, ya que se le ha atribuido la determinacion de la
concentracién de grupos aldehidos derivados de la degradacion de colageno tipo Il del cartilago
articular. Ademas, en ambos casos se evaluard si los resultados obtenidos se alteran debido a la
adicion de glucosa ya que esta molécula, presente en muchos fluidos biolégicos, posee un grupo

aldehido en su estructura.

Finalmente, se ha demostrado que el LS equino proveniente de articulaciones sanas y con dafio
cronico posee un efecto AO, al inhibir la LP in vitro (Miller, 2008). Este resultado se obtuvo a
través de la técnica del TBARS. Por lo que en este trabajo se evaluara el efecto inhibitorio del LS

sobre la LP a través de la metodologia del MBTH.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la LP de una fraccién enriquecida de membrana de higado equino a través de las
metodologias del MBTH y TBARS.

1)

2)

3)

4)
5)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el rendimiento del fraccionamiento subcelular a partir de higado de equino,
realizada para obtener una fraccion enriquecida de membrana.

Implementar la LP in vitro, a partir de una fraccién enriqguecida de membrana de higado
equino.

Adaptar la metodologia de la técnica del MBTH a la determinacién de los productos de la LP in
vitro.

Evaluar el posible efecto interferente de la glucosa sobre ambas metodologias.

Evaluar el efecto antioxidante del LS sobre la LP in vitro, utilizando ambas metodologias.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Reactivos como fosfato dihidro de potasio (KH,PO,), cloruro férrico, acido tricloroacético (TCA),
cloruro de potasio, cloruro de sodio, sulfato de cobre, tartrato de sodio y potasio, carbonato de
sodio, hidroxido de sodio, reactivo de Folin-Ciocalteau-fenol, acetaldehido, glutaraldialdehido,
propionaldehido y glucosa se obtuvieron del laboratorio Merck Chile. Otros reactivos como el
ascorbato de sodio, el 3-metil-2-benzotiazolidon hidrazona (MBTH), el acido tiobarbitdrico (TBA) y
la albumina de bovino fraccion IV se obtuvieron del laboratorio Sigma Chemical Co. (St. Louis,
USA).

Material Biolégico

Higado de equino
Se recolectaron 10 muestras de higados sanos de equinos jévenes, a partir de los lébulos
cuadrados, extrayendo aproximadamente ¥% partes de cada I6bulo, que se mantuvieron a - 20°C

hasta su procesamiento.

Ligquido Sinovial

Se obtuvo LS por artrocéntesis aséptica de la articulacion metacarpo falangica. Se seleccionaron
articulaciones sanas a la inspeccién macroscopica (con membrana sinovial no congestiva y con
cartilago blanco nacarado, entre otras consideraciones) (Miiller, 2008) de equinos criollos del
Matadero La Pintana. El LS se centrifugd a 4.000 xg durante 15 minutos (centrifuga Sorval
Superspeed modelo RC2-B) y el sobrenadante (SN) se mantuvo como un solo grupo congelado a

— 20°C hasta su utilizacion

Obtencién de la fracciéon enriguecida de membrana de higado de equino.

Se descongeld un conjunto de 10 muestras de higado de equino a temperatura ambiente. Estas
muestras fueron lavadas con suero fisioldgico (NaCl 0.9%), para después obtener 2 g de cada una
de ellas, formando un total de 20 g. Este conjunto se lavo nuevamente con suero fisiolégico (NaCl
0.9%) en una relacion de 1:10 p/v. Posteriormente se procedi6 a trituracion del conjunto de higado
para luego suspenderlo en los tubos de centrifuga con una solucion de KCI 1,154 M en una
proporcién de 1:5, segun lo descrito en Letelier et al. 2005. El conjunto obtenido fue
homogeneizado 3 veces durante 30 segundos cada vez y con 15 segundos de descanso entre
cada homogeneizada. Esto se realizd en un homogeneizador tipo Ultra Turrax. Todos los

procedimientos mencionados se realizaron manteniendo las muestras en bafio de hielo.

Luego, el homogeneizado fue sometido a centrifugaciones sucesivas. La primera a 2000 xg

durante 10 minutos a 4°C en una centrifuga (Sorval Superspeed modelo RC2-B). Los
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sobrenadantes (SN) se recuperaron formando un conjunto, del que se extrajo una alicuota de 3 ml
gue fue guardada a -20°C. El resto del SN fue sometido a una segunda centrifugacién a 10.000
xg durante 40 minutos a 4°C, en la misma centrifuga y con los SN obtenidos, se siguié el mismo
procedimiento anterior. El resto del SN fue sometido a una ultracentrifugacion a 105.000 xg
durante 1 hora a 4°C en una ultracentrifuga (Ultracentrifuge Beckman modelo XL -90), en el
Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad
de Chile. Nuevamente se realizé el mismo procedimiento con los SN obtenidos, pero en este caso
se removi6 el sedimento (que representan la fraccion enriquecida de membrana) con amortiguador
fosfato (50mM, pH=7,4)) para luego homogeneizarlo y guardarlo a -20°C. Las alicuotas obtenidas
de cada SN asi como una alicuota del sedimento se utilizaron para estimar el rendimiento del

fraccionamiento subcelular.

Métodos

Para alcanzar los objetivos propuestos, se utilizaron las siguientes metodologias.

I Determinacién de la concentraciéon de proteinas.
La concentracion de proteinas de la fraccion enriquecida de membrana, de los SN y del LS, se
determiné espectrofotométricamente mediante el método de Lowry et al, (1951). Se utiliz6 como
estandar seroalbumina de bovino (BSA), en un rango de concentraciones entre 12,5 ug y 50 pg. La

concentracién promedio de proteinas se expres6 en mg/mL.

Il. Rendimiento del fraccionamiento subcelular.
Para evaluar el rendimiento del fraccionamiento subcelular, en cada una de las alicuotas,
representativas de las distintas centrifugaciones, se midié la actividad de la enzima 5 nucleotidasa
y de la lactato deshidrogenasa en el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

1. Lactato deshidrogenasa (LDH)
La LDH es una oxidorreductasa que actta al final de la glicélisis, especificamente en la conversion
de lactato a piruvato de forma reversible, con la presencia de NAD" como molécula aceptor de
electrones (figura 7). De esta forma esta enzima se encuentra principalmente en el citoplasma,

considerandose como una enzima marcadora del citosol (Bonner, 1955)

LDH
Piruvato + NADH + H" < »  Lactato + NAD"

Figura 7: Reaccion catalizada por la enzima LDH.
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Para determinar la actividad de esta enzima citosélica, se sigui6 el protocolo descrito en Bonner,
(1955). Este consistia en la utilizacion de una mezcla de 1 mL total formada por 0,943 ml de
amortiguador fosfato (50mM, pH=7,4), 0,033 mL de solucion de piruvato de sodio (7,6mM),
0,017mL de una solucién de NADH (0,2 nM) y 0,007 mL de muestra. A esta mezcla se le determiné
la absorbancia a 340 nm a distintos tiempos: 0, 1,2,3,4 y 5 minutos después de agregar la muestra

respectiva.

2. 5- Nucleotidasa

Las 5°- nucleotidasas son un grupo de enzimas que tienen distintos sustratos, diferente localizacién
celular y amplia distribucién filogenética. Se pueden encontrar en forma soluble en el citoplasma o
unida a membrana a través de un puente glucosil fosfatidil inositol. Cada tipo tiene distintas
funciones; las que se encuentran unidas a la membrana, tienen como funcién hidrolizar el ATP

hasta adenosina, liberando el o los fosfatos (Lin y Russell, 1988).

5" - nucleotidasa
5-AMP + H20 < » Adenosina + Pi

Figura 8: Reaccion catalizada por la enzima 5 nucleotidasa.

Como esta enzima se encuentra presente en la membrana plasmatica, se utiliza como marcador
de membrana. Por esto, se procedi6 a la determinacion de la actividad enzimética (figura 8) de la
5’-nucleotidasa en cada utilizando el protocolo descrito por Lin y Russell (1988). Segun este, se
realizaron dos ensayos en paralelo, donde uno correspondia al ensayo control del otro. En ambos
se utilizé6 una mezcla de 2,5 mL total formada por 0,35 mL de una solucién compuesta por Tris-
Magnesio-Triton, 0,05 mL de AMP (10mM), 0,09 mL de una solucién de NacCl (0,1M) y al ensayo se
agreg6é 0,05 mL de muestra de cada alicuota representativa de las distintas centrifugaciones
realizadas. Ambas mezclas de incubaron a 37°C durante 2 horas para luego agregarles 250 uL de
molibdato de amonio, y al ensayo control se le agregé los 0,05 mL de muestra de cada etapa del
fraccionamiento subcelular. Luego se le agregé a ambos ensayos 1,5 mL de agua para, finalmente,
agregar a ambos ensayos 250 pL de Eicomorgen. Esta mezcla se incubé a temperatura ambiente
durante 20 minutos para después proceder a la lectura de la absorbancia a 660nm en un lector de
ELISA (BioTek, modelo EL800).
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1. Generacion de LP microsémica in vitro.

Se realizaron ensayos de LP utilizando el Fe**/ascorbato como agente generador de estrés
oxidativo. En la figura 9 se muestra que esta reaccién se basa en la capacidad del Fe*? para
reaccionar con ROS de baja citotoxicidad, como el H,0O,, convirtiéndolo en otros ROS mas

reactivos, como el OH', capaz de generar dafio celular.

Fe3" + Ascorbato — > Fe?" + radical ascorbilo
Fe2 + O, > Fes' +0;”

Fe2" + H,0, > Fes'+ OH ™ +OH

Figura 9: Reaccion de Haber-Weiss/Fenton

El ascorbato participa como agente reductor del Fe3" permitiendo que la reaccion de Fenton se
comporte como autocatalitica, aumentando asi, el dafio a las moléculas biolégicas (Evans y
Halliwell, 2001).

El protocolo realizado para generar la LP microsémica in vitro fue el descrito por Letelier et al,
(2005), que consiste en la utilizacion de una mezcla de reaccion de 1 ml volumen final, constituida
por 100 uL de fraccioén enriquecida de membrana obtenida a partir de higado de rata (que contiene
1 mg de proteina) suspendida en 800 puL de amortiguador fosfato de potasio 50 mM (pH 7,4), 50
UL de FeCl; 600 uM y 50 yL de ascorbato 1 mM. Las soluciones de FeCl; y de ascorbato se
prepararon inmediatamente antes de cada ensayo. Posteriormente, la mezcla se incub6 durante 30
minutos en un bafio termorregulado (Haake Fisons B3) con agitacidon constante. La reaccion se
detuvo mediante la precipitacion de las proteinas al agregar 500 uL de &cido tricloroacético (TCA)
20%P/V en frio (4°C). Finalmente la mezcla fue sometida a una centrifugacion a 15.000xg durante

10 minutos a 4°C.
Esta metodologia fue estandarizada para una muestra de higado de equino, evaluando el tiempo

de incubacién necesario para la generacion de la LP microsoémica in vitro, a través del sistema

Fe3" Ascorbato.
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V. Metodologia para la deteccién de productos finales de la LP de membranas

plasmaéticas.

a) TBARS.

Esta metodologia consiste en evaluar la reaccién que ocurre entre el MDA (aldehido producido en
el proceso de LP de membrana) y el TBA (Halliwell y Chirico, 1993). Para utilizar esta técnica se
utilizé el siguiente protocolo: a 400 pL de SN, obtenido de la centrifugacion realizada para la
generacion de la LP, se le agreg6 500 pL de TBA 1% P/V. La mezcla se homogeneizé y se incubd
en un bafio termorregulado (Haake Fisons B3) durante 60 minutos a 50°C con agitacién constante.
El complejo formado por MDA y TBA produjo una reaccion colorimétrica a la que se le determiné

su absorbancia en un espectrofotémetro (Unicam modelo UV/Vis Spectrometer) a 532 nm.

b) MBTH.
La metodologia utilizada (protocolo base) para la determinacion de la concentracion de aldehidos

en el LS, con el fin de cuantificar la degradacién del cartilago articular, fue el descrito en la tabla 1.

Tabla 1: Protocolo de la metodologia del MBTH para la determinacién de grupos aldehidos
en el LS (Adarmes et al. 2006).

Tubo Acetaldehido H 20 LS MBTH 1% FeCI3 Acetona
10 3 M (uL) (ML) (ML) (ML) 0,2% (mL) (mL)
Blanco 0 400 0 100 1,3 3,2
1 25 375 0 100 1,3 3,2
(0,025umoles)
2 50 350 0 100 1,3 3,2
(0,05 pmoles)
3 75 325 0 100 1,3 3,2
(0,075umoles)
4 100 300 0 100 1,3 3,2
(0,1 umoles)
LS 0 300 100 100 1,3 3,2

v \

v

Incubar Incubar 5 Por aparicion de
30 minutos precipitado en
minutos a37°C suspension
a3r7°C centrifugar
5000 rpm por
Finalmente leer absorbancia a 670nm 10 minutos
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A partir de esta metodologia se comenzd a realizar la estandarizacién de ella con el fin de
adaptarla a la determinacion de productos de la LP de membranas plasméticas. La metodologia
originalmente propuesta fue la siguiente: a 400 uL de SN, obtenido de la centrifugacion realizada
para la generacién de la LP, se le agregé 100 yL de MBTH 1% P/V. Esta mezcla se mantuvo a
37°C durante 30 minutos. Una vez transcurrido este periodo, se agregé a la mezcla 1,3 mL de
FeCl; 0,2% P/V y se dej6é a 37°C durante 5 minutos. Finalmente se le agreg6 3,2 mL de acetona y
se realiz6 la lectura de absorbancia en un espectrofotbmetro (Unicam  modelo UV/Vis
Spectrometer) a 670 nm.

Con el fin de estandarizar esta metodologia a las condiciones de los ensayos de LP, se sometié el
protocolo a distintas pruebas, como:
- Se evalu6 este protocolo con distintas cantidades de MBTH, para
descartar a este factor como limitante de la reaccion.
- Se evalu6 el protocolo sin acetona, ya que en ciertos casos al agregarle
este reactivo, de acuerdo al protocolo original, se formaba un precipitado que obligaba a
centrifugar la mezcla para poder leer su absorbancia espectrofotométricamente. De esta
forma, con el fin de eliminar esa centrifugacion del protocolo original, se determiné el
tiempo necesario para la estabilizacién de la reaccion calorimétrica sin la utilizaciéon de
acetona.

Todos los ensayos se realizaron en triplicado

V. Reactividad del MBTH y del TBARS con distintos aldehidos.
Con el fin de obtener una curva estdndar y determinar el grado de especificidad reactiva, tanto para
el MBTH (técnica ya estandarizada) como para el TBARS se utilizaron, para ambas reacciones,
distintos aldehidos en dos concentraciones distintas: 10 y 10% M. Los aldehidos evaluados se
muestran en la figura 10.

O\\
c—H
0
7
H3C—CH2—C\
H
Benzaldehido Propionaldehido
//O
HsC—C. 2 ,0
H /C—CHZ_CHZ_CHZ_C\
H H
Acetaldehido Glutaraldialdehido

Figura 10: Estructura de los aldehidos utilizados.
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VI. Evaluacion del posible efecto interferente de la glucosa.
Para evaluar el efecto interferente de la glucosa en las determinaciones de los productos de la LP
en ambas metodologias, se utilizaron distintas concentraciones de glucosa donde se incluyd la
concentracion fisiolégica sanguinea del equino (60 — 100 mg%). El protocolo utilizado se muestra

en la figura 11.

Sistema de LP in vitro

l !

Alicuotas de 400 pL del SN Alicuotas de 400 pL del SN
500 uL TCA
500 uL TCA
Glucosa
Glucosa
TBARS MBTH

Figura 11: Protocolo para evaluar el efecto interferente de la glucosa con la metodologia del
TBARS y del MBTH.

VII. Evaluacion del efecto inhibitorio del LS sobre la LP in vitro para ambos

metodologias.

Para determinar si la reaccién del MBTH es capaz de medir el efecto inhibitorio del LS sobre la LP
in vitro, aspecto que fue demostrado utilizando la reaccién de TBARS en el mismo sistema (Miiller
2008), se utilizaron diferentes diluciones de LS en el protocolo anteriormente estandarizado. El

protocolo utilizado se describe en la figura 12.
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1 mgde X pL
proteina de la Amortiguador
fraccion Fosfato de X HL 50 HIL 50 L
enriquecida de potasio +| LS + FeCls
membrana en 50mM 600 pM As<1:(r)];r't\)/|ato 1mL
100 L de pH=7,4
amortiguador

v

Sistema de lipoperoxidacion in vitro

P

TBARS MBTH

Figura 12: Protocolo para evaluar el efecto AO del LS con la metodologia del TBARS vy del
MBTH. Los voliumenes de LS utilizados fueron: 10 pL, 25 L, 50 pyL y 100 pL.

VIII. Andlisis Estadistico

En general para la descripcion de resultados se relacion6 la absorbancia obtenida con la variable
experimental asociada a la LP. Sin embargo, en algunos ensayos como fue la determinacion de la
precisién (repetibilidad de las determinaciones) de ambas reacciones colorimétricas, se utilizé el
promedio de las absorbancias obtenidas de cinco determinaciones independientes + desviacion
estandar. Para la determinacion de las diferencias significativas se utilizé la prueba de Kolmogorov
- Smirnov a través del programa Statistica 6.0.
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a)

b)

RESULTADOS

Determinacion del rendimiento del fraccionamiento subcelular a partir de higado de equino.
Con el fin de determinar la pureza de la muestra de fraccién microsémica obtenida se determiné la
actividad de la enzima LDH (enzima citosélica) y de la 5 -nucleotidasa (enzima marcadora de

membrana).

Actividad de la enzima LDH
Para determinar la posible contaminacion citosdlica en la fraccion microsomica obtenida, se
determind la actividad de la enzima LDH, a través de la lectura de absorbancia (340nm) en

distintos minutos después de haber agregado la muestra. Los resultados fueron los siguientes:

Tabla 2: Determinacion de la actividad de la LDH. El protocolo utilizado se encuentra en

materiales y métodos.

Determinacién de la actividad de la LDH

U/mL Actividad especifica
Extracto citosdlico 2,74 0,09
Fraccién microsomal 0,107 0,003

Segun los resultados expuestos en la tabla 2 se encontré que en la fraccion microsomal aparecio
la menor actividad LDH, siendo la fraccién citosdlica la que presenta los mayores valores para esta

enzima. Por esto, la presencia de citosol en la fraccibn de membrana se puede considerar

despreciable.

5 - Nucleotidasa

Para determinar la presencia de membrana en la fraccion microsémica obtenida se determiné la

actividad de la enzima 5°- nucleotidasa. Los resultados fueron los siguientes:

Tabla 3: Determinacion de la actividad de la 5- nucleotidasa. El protocolo utilizado se

encuentra en materiales y

métodos.

Determinacién de la actividad de la 5"- nucleotidasa

U/mL Actividad especifica
Extracto citosdlico 0,024 0,00082
Fraccién microsomal 0,032 0,001
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Segun lo expuesto en la tabla 3, se detecté actividad 5 -nucleotidasa en la fraccién microsémica.
Con los resultados obtenidos en las determinaciones de ambas enzimas junto con lo establecido
en el protocolo para la obtencion de una fraccion microsomal, se puede concluir que efectivamente

se trabajo con una fraccion enriquecida de membrana.

Implementacién de la LP in vitro, a partir de una fraccién enriquecida de membrana de

higado equino.

Para implementar la LP in vitro, se utiliz el protocolo descrito por Letelier et al. (2005), a partir de
un conjunto de muestras de higado de equino (13 muestras). En todos los ensayos realizados se

utilizé una concentracion de proteina microsémica de 100ug/mL.

Tiempo de incubacién.
Con el fin de encontrar las mejores condiciones para realizar la metodologia anteriormente
mencionada, se evalu6 el tiempo de incubacién y la estabilidad de la LP microsémica in vitro,
inducida por el sistema Fe®* /Ascorbato. Ambas condiciones se evaluaron a través de la prueba
del TBARS.

0,03

0,02

0,01

Absorbancia (532nm)

Tiempo (min)

—e— Absorbancias obtenidas a distintos tiempos de incubacion.

Figura 13: Distintos tiempos de incubacién durante la generacion de la LP microsémica in
vitro. Cada determinacién se realizé en triplicado. La absorbancia obtenida corresponde a la LP

neta producida por el sistema Fe** /Ascorbato.
Segun los resultados expuestos en la figura 13, se escogidé 15 minutos como tiempo de incubacion

para los diferentes ensayos de LP, dado que a partir de ese tiempo se obtuvo el maximo de
absorbancia.
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De esta manera el protocolo de la generacion de la LP microsémica in vitro quedd definido como lo

muestra la figura 14.

1 mg de proteina de 800 pL de
Igfracqén + amortiguador + 50 pL FeCl + 50 pL = 1mL
enriquecida de Fosfato de potasio 600 uM Ascorbato
membrana de 50mM pH=7,4 1mM
higado de equino,
en 100 uL de
amortiguador.

Incubacion durante 15 minutos a 37°C en bafio termorregulado con agitacién constante

Precipitacion de proteinas con 500 pL de TCA

|

Centrifugacion a 15.000 xg durante 10 minutos a 4°C

Figura 14: Protocolo estandarizado para la generacion de la LP microsémica in vitro. La

metodologia original se encuentra en materiales y métodos.
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b)

Precision de la reaccién

Una vez establecido el tiempo de incubacion para la reaccién de LP en 15 minutos (figura 16.), se
evalud la precisién de la reaccién a través de la prueba del TBARS. Para ello se realizaron 5

ensayos independientes, cada uno de ellos en triplicado. Los resultados fueron los siguientes:

Evaluacion de la estandarizaciéon de la
metodologia del TBARS para la generacién
de la LP, inducida por el sistema
fierro/ascorbato

0,15

0’05 E
0O -

Promedio de cinco ensayos independientes realizados en
triplicado

o
=

Absorbancia (532nm)

l Control basal @ LP inducida por el sistema fierro/ascorbato O LP neta |

Absorbancia (532nm)
Control basal 0,0242 + 0,007
LP inducida por el sistema Fe3” Ascorbato | 0,0486 + 0,007
LP neta 0,0265 + 0,008

Figura 15: Evaluacion de la estandarizacién de la metodologia del TBARS para la generacién
de la LP, inducida por el sistema Fe3' /ascorbato. Control basal: microsoma en ausencia del
sistema Fe3" /ascorbato (dafio pre existente). La LP neta corresponde a la presencia de productos
de la LP inducido por el sistema Fe3" Ascorbato. Cada valor representa el promedio de cinco

experimentos independientes +/- desviacién estandar (D.S).

De acuerdo a la prueba de Kolmogorov - se encontré diferencia significativa (p > 0,05) entre en

control basal y la LP inducida por el sistema Fe3* /ascorbato.

Segun los resultados expuestos en la figura 15, se puede indicar que efectivamente se obtuvo una

fraccion enriquecida en membrana a la que se logré inducir el efecto lipoperoxidativo.

Una vez evaluado el protocolo de la generacién de la LP microsémica in vitro con la metodologia
del TBARS se procedi6 a estandarizar la metodologia del MBTH para luego probar dicho protocolo

con esta metodologia.
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a)

Estandarizacion de la metodologia del MBTH a la determinacion de los productos delaLP in
vitro.

Debido a que la reaccion del MBTH se ha utilizado en la determinacién de la concentracion de
grupos —CHO en liquidos biolégicos, en este trabajo se adaptd esta metodologia a la
determinacion de los productos de la LP. Para esto se establecié un protocolo, tomando como
base la reaccién del MBTH descrita para la determinacion de aldehidos y la metodologia del
TBARS descrita por Letelier et el. (2005). Este protocolo se estandariz6 evaluando distintas
variables. En todos los ensayos realizados se utiliz6 una concentracion de proteina microsémica
de 100ug/mL.

Tiempo de estabilizacion de la reaccién: Se evaluaron distintos tiempos de incubacion
previo a la lectura, para determinar cuanto demora la estabilizacion de la reaccién colorimétrica.
Junto a esto, se eliminé la acetona que se utilizaba en protocolos anteriores, y cuyo objetivo se

podria asociar a impedir la precipitacién de los productos de la reaccién. Los resultados fueron los

siguientes:
02 c\\—_—‘\
0,15
<
o \0\‘\‘
C
I
2 01
@]
(%]
< ‘
0,05
0
0 10 20 30 40 60 75
Minutos transcurridos desde que se le agrega a la mezcla cloruro férrico.
—e— Absorbancias obtenidas a distintos tiempos de incubacion.

Figura 16: Tiempo de estabilizacién de la reaccién.
Segun los resultados expuestos en la figura 16, entre los 20 y 40 minutos se logré la estabilizacion

de la reaccion colorimétrica. Por esto, se establecieron los 30 minutos como tiempo de

estabilizacion previo a la lectura de la absorbancia para los ensayos siguientes.
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b) Cantidades de MBTH: Para evitar que el volumen de MBTH fuera una limitante en el
desarrollo de la reaccion, se evalu6 el protocolo con distintas cantidades de dicho reactivo, a partir

de su concentracién al 1%. Los resultados fueron los siguientes:

0,2

0,15 > > = =

0,05

Absorbancia (670nm)

4,6 9,2 11,5 13,8 18,4 23
MBTH (mmoles)

| —e— Absorbancia obtenida con distintas cantidades de MBTH |

Figura 17: Absorbancia al utilizar distintas concentraciones de MBTH

Segun los resultados expuestos en la figura 17, se determind que a partir de los 11,5 mmoles de
MBTH, la reaccién tiende a estabilizarse. Por esto se escogieron los 11,5 mmoles como la cantidad
de MBTH a utilizar en los ensayos siguientes, ya que correspondié a la menor cantidad con la que

se alcanz6 una absorbancia estable.

De esta manera el protocolo del MBTH adaptado a la determinacion de los productos de la LP in
vitro es el descrito en la figura 18.

Alicuotas de 400 pL del SN obtenido de la generacién de la LP microsomica in vitro.

\ 4
11,5 mmoles MBTH .

\ 4
Incubacién por 30 minutos a 37°C.

A\ 4
1,3 mL FeClj,

|

Incubacién por 30 minutos a 37°C.

A\ 4
Lectura de absorbancia a 670 nm

Figura 18: Protocolo estandarizado para la deteccion de los productos de la LP con la

metodologia del MBTH. La metodologia del MBTH original se encuentra en materiales y métodos.
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c)

Precision de la reaccion
Esta estandarizacion se sometié a prueba con el fin de comprobar la precision de la reaccién. Para

ello se realizaron 5 ensayos independientes, cada uno de ellos en triplicado. Los resultados fueron
los descritos en la figura 19.

Evaluacion de la estandarizacion de la metodologia del MBTH
paralageneracion delaLP, inducida por el sistema
fierro/ascorbato
T 02
S
& 015
]
S 01
&
2 0,05
?
2 o
Promedio de cinco ensayos independientes realizados en triplicado
|l Control basal @ LP inducida por el sistema fierro/ascorbato @O LP neta|
Absorbancia (670nm)
Control 0,0213 +/- 0,002
LP inducida por el sistema Fe3” Ascorbato 0,1364 +/- 0,016
LP neta 0,1150 +/- 0,015

Figura 19: Evaluacién de la estandarizacién de la metodologia del MBTH para la generacién
de la LP, inducida por el sistema Fes" Ascorbato. El Control basal es el microsoma en ausencia
del sistema Fe3" Ascorbato (dafio pre existente). La LP neta corresponde a la presencia de
productos de la LP inducido por el sistema Fe®* /Ascorbato. Cada valor representa el promedio de
cinco experimentos independientes + D.S.

Con la prueba de Kolmogorov — Smirnov se encontré diferencia significativa (p > 0.05) entre en

control basal y la LP inducida por el sistema Fe3* /ascorbato para la metodologia del MBTH.

Segun los resultados expuestos en la Figura 19, se puede indicar que se logré6 obtener una
fraccion enriquecida en membrana a la que se indujo dafio lipoperoxidativo, y cuyos productos se
detectaron con mayor intensidad con la metodologia del MBTH (ya estandarizada para la deteccién
de los productos de la LP) con respecto a la del TBARS.
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Reactividad del MBTH y del TBARS con distintos aldehidos.

Con el fin de determinar el grado de especificidad reactiva, se evaluaron ambas técnicas con
distintos aldehidos a partir de dos concentraciones distintas: 10° y 10 M.

a) MBTHy TBARS con distintos aldehidos a partir de una concentracion de 10° M.

Reaccion del MBTH con distintos aldehidos
E 015
o
s _"
~ 01
«
2
g 0,05
2
.2 O - r &= 71 &= 71 & 7°*r
0 0,01 0,015 0,02 0,03 0,04
Aldehido (umoles)
Acetaldehido —=— Benzaldehido —a— Gluraraldialdehido —s=— Propionaldehido
Reaccion del TBARS con distintos aldehidos
e 0,15
o
N
8
~ 01
o
‘©
8
3 0,05
o
3
< 0 I E—— I B
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035 0,04 0,045
Aldehido (umoles)
Acetaldehido —#— Benazaldehido —a— Glutaraldialdehido —e— Propionaldehido

Figura 20: Reaccion del MBTH y del TBARS con distintos aldehidos a partir de una
concentracion de 10 2 M. Cada determinacion se hizo en triplicado.

Segun lo expuesto en la figura 20, se puede observar que en este rango de concentraciones de los
distintos aldehidos no se detect6 absorbancia, con ambas técnicas, salvo para el caso del
benzaldehido con la reaccion del MBTH, donde se encontrd una relacion directa entre la cantidad
del aldehido y su absorbancia.
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b) MBTH y TBARS con distintos aldehidos a una concentracion de 102 M.

Reaccion del MBTH con distintos aldehidos

0,7

0,5 e
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Absorbancia (670nm)

-0,1 ; ; : . "5
Aldehido (umoles)

Acetaldehido —=— Benzaldehido —a— Glutaraldialdehido —e— Propionaldehido

Reaccion del TBARS con distintos aldehidos
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0,5

0,3

0,1

Absorbancia (532nm)
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Aldehidos (umoles)

| Acetaldehido —=— Benzaldehido —a— Glutaraldialdehido —— Propionaldehido |

Figura 21: Reaccion del MBTH y del TBARS con distintos aldehidos a partir de una
concentracién de 10% M.,

Segun lo expuesto en la figura 21, se puede observar que con la metodologia del MBTH se detecta
reaccion, en una relacion directa entre la cantidad del aldehido y su absorbancia, lo cual no ocurre
con el TBARS, donde sélo se detecta absorbancia con el benzaldehido y con el glutaraldialdehido
cuando se utiliza una cantidad mayor.
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Cabe destacar que en el caso de la metodologia del TBARS, tanto el glutaraldialdehido como el
propionaldehido dieron una curva marcada de color amarillo (distinto a la curva descrita en la
metodologia inicial que es de color rosado), cuyo maximo valor de absorbancia se establecié a los

454nm. En estos casos los resultados obtenidos fueron los siguientes:
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—e— Propionaldehido —=— Glutaraldialdehido

Figura 22: Reaccién del TBARS con propionaldehido y glutaraldialdehido a partir de una
concentracién 107 M.

Segun lo expuesto en la figura 22, se puede determinar que a 454 nm, si ocurre una reaccién
colorimétrica proporcional a las cantidades utilizadas, hecho que no ocurrié cuando se determingd la

absorbancia a 532nm.

Evaluacion del posible efecto interferente de la glucosa 10" M sobre la técnica del MBTH y
del TBARS.

Para evaluar a la glucosa como un posible interferente en la medicion de los productos de la LP se
realizaron dos ensayos con ambas metodologias. El primero orientado a determinar si, en ausencia
de fraccién microsomal, cada una de las metodologias era capaz de reaccionar con glucosa, y el
segundo ensayo estuvo orientado a determinar si la glucosa era capaz de actuar como un
interferente (por ende, en presencia de fraccion microsomal) en la lectura que cada técnica realiza

de los productos de la LP.

a) Reaccion entre MBTH y el TBARS con distintas cantidades de glucosa 10™ M, en ausencia
de fraccion microsomal.
Al probar la reaccion entre el MBTH y el TBARS con distintas cantidades de glucosa, en ausencia

de fraccion microsomal, no hubo reaccion colorimétrica con ninguna de las metodologias, por lo
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a)

gue se determind que tanto el MBTH como el TBARS no son capaces de reaccionar con el grupo
aldehido de la glucosa en las condiciones experimentales utilizadas. Las metodologias del TBARS

y la del MBTH con glucosa se encuentran descritas en materiales y métodos

b) Reacciéon entre MBTH y el TBARS con distintas cantidades de glucosa 10" M, en

presencia de fraccion microsomal.

Los resultados fueron los siguientes:

0,15

Absorbancia

0 1 2 3 4 5

Glucosa (umoles)

—e— Absorbancia con TBARS: a 532nm —s— Absorbancia con MBTH: a 670nm |

Figura 23: Reaccion del TBARS y del MBTH con glucosa 10™M, en presencia de la fraccion
microsomal. La concentracion de proteina microsémica utilizada fue de 100ug/mL. El control (O pL
glucosa) corresponde a la fracciébn microsomal sin glucosa. Ambos protocolos se encuentran en
materiales y métodos. En ambas metodologia, cada determinacién se representa al promedio de 3

experimentos independientes.

Segun los resultados expuestos en la figura 23, se establecié que la glucosa a una concentracion
10" M, no reacciona colorimetricamente con ninguna de las dos metodologias, y por ende, no

interfiere con las reacciones colorimétricas de los productos de la LP.

Evaluacion del efecto AO del LS sobre la LP in vitro con la metodologia del MBTH y del
TBARS.

Reaccion entre MBTH y el TBARS con distintos volumenes de LS, en ausencia de fraccion

microsomal.
Al probar la reaccion entre el MBTH y el TBARS con distintos volumenes de LS, en ausencia de

fraccion microsomal, no fue posible obtener reaccién colorimétrica ni con la metodologia del
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b)

TBARS ni con la del MBTH. La metodologia del TBARS y la del MBTH con LS se encuentran

descritas en materiales y métodos.

Reaccién entre MBTH y el TBARS con distintos voliumenes de LS, en presencia de fracciéon

microsomal.

Los resultados fueron los siguientes:

0,2
©
s 0,15 —
c g
]
2 0,1
?
o 0,05
<
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
uL LS

—=— Absorbancia con TBARS, a 532nm —e— Absorbancia con MBTH (670nm)

Figura 24: Absorbancia con distintos volimenes de LS, en presencia de fraccion
microsomal. La concentracion de proteina microsémica utilizada fue de 100 pg/mL. El control
(punto 0) corresponde a la fraccién microsomal sin LS. El ensayo del TBARS y del MBTH con LS
se encuentra descrito en materiales y métodos. En ambas metodologias, cada valor representa el

promedio de 4 experimentos independientes.

Segun los resultados expuestos en la figura 24 no se logr6 detectar en estas condiciones
experimentales, el efecto AO del LS, descrito por Miller (2008) para la metodologia del TBARS.

Por esto se probd el mismo protocolo pero con la mitad de la concentracion de la fraccion

microsomal utilizada anteriormente. Los resultados son los expresados por la figura 25.
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Figura 25: Absorbancia con distintos volimenes de LS, en presencia de fraccién
microsomal. La concentracion de proteina microsémica utilizada fue de 50 pg/mL. El control
(punto 0) corresponde a la fraccién microsomal sin LS. El ensayo del TBARS y del MBTH con LS

se encuentra descrito en materiales y métodos.

En este ensayo tampoco se manifestd el efecto AO descrito para el LS.
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DISCUSION

Para obtener la fraccion microsémica se utilizé el protocolo de Letelier et al. (2005), pero en vez de
utilizar una muestra de higado de rata (como esta descrito en dicho protocolo) se utilizé higado equino,
obtenido del Matadero La Pintana. Para tener muestras lo mas homogéneas posibles se extrajo
aproximadamente ¥ partes del I6bulo cuadrado. Es importante destacar que al obtener las muestras
de esta forma se obvia el costo de compra o crianza de ratas de laboratorio, y aunque se puede
sacrificar la homogeneidad del lote, los equinos son animales en los que no se espera encontrar
diferencias importantes en su alimentacioén, principalmente si se considera que todas las muestras se
obtuvieron en la misma época del afio y todas venian de animales jovenes y de higados sanos, a la
inspeccidn visual. Con esta muestra se obtuvo la fraccidon microsémica, la cual fue sometida a distintas
evaluaciones. Primero, con el fin de caracterizar las condiciones de la fraccion de membrana obtenida,
se sometid dicha fraccién a la determinacion de la actividad de las enzimas 5 - Nucleotidasa y de la
LDH. Los resultados obtenidos demuestran que efectivamente se obtuvo una fraccién enriquecida de
membranas, ya que se presenta una importante actividad de la enzima 5°- Nucleotidasa (enzima
marcadora de membrana) y que, al casi no haber actividad de la enzima LDH, la presencia de citosol
en la fraccibn microsémica obtenida era casi nula. Cabe destacar que el protocolo seguido para
obtener el homogeneizado (Letelier et al. 2005) no incluia inhibidor de proteasas. Es por esto que al
realizar la determinacion de las actividades enziméticas, los valores obtenidos fueron distintos a los
esperados, pero mantuvieron la tendencia necesaria para poder concluir que efectivamente se tenia
una fraccion microsémica. Ademas, se parte de la base que en el mismo protocolo utilizado para
obtener el homogeneizado se encuentra la informacion de que al final del proceso se espera tener una
fraccion microsémica y no otros componentes celulares. Con estos dos antecedentes, y con el hecho
de que los ensayos (descritos para una fraccion microsémica) funcionaron de acuerdo a lo esperado,

se concluyé que el trabajo se llevé a cabo sobre una fraccion microsémica.

Una vez caracterizada la fraccién microsémica, se continué con el protocolo descrito por de Letelier et
al. (2005), donde, a través del sistema Fe*®ascorbato se indujo dafio oxidativo (especificamente a
través de las reacciones descritas en la ecuacién de Haber-Weiss/Fenton) (Sorg, 2004), el cual fue
determinado a través de la metodologia del TBARS (descrita en el mismo protocolo). A pesar de que
esta metodologia posee un protocolo bien definido, que se basa en la reaccion de 1:2 entre el MDA y
el TBA respectivamente (Janero, 1990), se realizaron algunos ensayos orientados a probar si la
metodologia descrita era capaz de determinar el dafio oxidativo inducido en la fraccion microsémica
proveniente de higado equino de la misma forma que lo hacia en la fraccién microsémica proveniente

de higado de rata.

Sin embargo, debido a la inespecificidad que se ha descrito para la metodologia del TBARS (Halliwell

y Chirico, 1993), se utilizé6 el MBTH como una metodologia alternativa para la determinacion de los
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productos de la LP. Se adaptd la metodologia a este propésito y se obtuvieron resultados
colorimétricos que indican que si es capaz de reaccionar con productos provenientes de la LP de
membrana. Inicialmente el MBTH se describi6 como una metodologia capaz de reaccionar con
aldehidos alifaticos hidrosolubles (Sawicki et al., 1961). Luego se propuso al MBTH como una
metodologia capaz de detectar el dafio articular temprano, debido a su capacidad de reaccionar con
grupos aldehidos presentes en el LS. Se postulé que estos aldehidos provenian de la degradacion del
colageno tipo Il durante el proceso patolégico (Horvath et al.,1983). Sin embargo, si el MBTH es capaz
de reaccionar con los productos de la LP, donde se encuentran distintos aldehidos, se abriria la
posibilidad de que en una articulacion dafiada el MBTH pudiera reaccionar con aldehidos provenientes
de los procesos de LP y no Unicamente con los aldehidos liberados por la degradacién del colageno
tipo Il. De esta forma queda planteada la disyuntiva sobre qué es lo que realmente mide el MBTH
cuando reacciona en el LS, si la degradacion de colageno debido a la activacion de colagenasas y/o
al proceso de LP intra articular cuando se desencadena el estrés oxidativo. Al igual que lo que ocurre
con el TBARS, no se tiene total certeza sobre qué sustrato especifico estaria reaccionando el MBTH,
pero al saber que es capaz de reaccionar con ciertos aldehidos, se podria proponer que al igual que el
TBA, el MBTH podria reaccionar con el MDA.

A pesar de que las lecturas de absorbancia obtenidas con ambas metodologias se realizan a distintas
longitudes de onda, los resultados obtenidos con el MBTH arrojan valores mas altos que los obtenidos
con el TBARS. Esto podria deberse a que el MBTH es capaz de reaccionar con mas productos de la
LP o que es capaz de reaccionar con el mismo producto de una manera mayor, pudiendo ser una
metodologia méas sensible que el TBARS (figura 20 y 21).

Para intentar establecer la reactividad especifica del TBARS y del MBTH con los productos de la
LP, se probaron ambas metodologias con distintos aldehidos (ya que durante la LP se producen
distintos tipos de aldehidos). Se probé el glutaraldialdehido, el propionaldehido, el acetaldehido y
el benzaldehido a dos concentraciones distintas. Cuando se utilizaron mas diluidos (a una
concentracion de 10° M) con el MBTH soélo el benzaldehido dio reaccién colorimétrica y con el
TBARS ninguno de los aldehidos generé dicha reaccion. Distinto fue el caso cuando se probaron
los aldehidos mé&s concentrados (a una concentracién de 107 M), ya que ac4, con el MBTH todos
los aldehidos evaluados reaccionaron colorimétricamente, en forma proporcional a las cantidades
utilizadas. EI TBARS se comportd de una forma similar con el benzaldehido, y so6lo con el

glutaraldialdehido cuando se utilizaron mayores voliumenes.

Estos resultados podrian reafirmar el postulado de que el MBTH podria ser mas sensible, ya que
es capaz de reaccionar con las mismas moléculas a una concentracion menor que lo que ocurre
con el TBARS. También permiten objetar la idea de que el MBTH sea menos especifico que el

TBARS, debido a que esta metodologia da reaccion colorimétrica sélo cuando los aldehidos estan

44



mas concentrados, lo que permite pensar que pueden reaccionar con los mismos productos,
siendo la diferencia s6lo un tema de concentraciones, y por ende de sensibilidad de las

metodologias.

Es importante estandarizar mas las reacciones que ocurren con cada una de las metodologias y
los aldehidos, ya que no se comportan igual en todos los casos. Es el caso de la reaccion entre el
MBTH y el propionaldehido, que es el Unico aldehido que con esta metodologia muestra una
conducta diferente. Esto se debe a que no genera una curva proporcional al volumen utilizado, sino
gue se produce una figura donde se muestra que después de cierta cantidad de propionaldehido,
la reaccién colorimétrica con el MBTH comienza a disminuir (Figura 21). El TBARS también
muestra irregularidades en su reaccion con los aldehidos, ya que con el propionaldehido y el
glutaraldialdehido (cuando se encuentran a una concentracion de 1072 M) se genera una reaccion
colorimétrica positiva, proporcional a los volimenes utilizados, pero de un color amarillo y no
rosado como el que se obtiene con el benzaldehido y con €l o los productos de la LP que son
capaces de reaccionar con el TBA (como se describe en el protocolo de Letelier et al. (2005))
(Figura 22). Esta diferencia de color obtenido abriria la posibilidad de que el complejo formado

entre el propionaldehido y/o el glutaraldialdehido con el TBA presente una estructura distinta.

La metodologia del TBARS es muy Uutil en sistemas de membranas aislados (por ejemplo en
microsomas o liposomas), pero cuando se aplica a fluidos bioldgicos y a extractos de tejidos
presenta varios problemas relacionados principalmente con su inespecificidad (Janero, 1990). Es
por esto que se quiso probar ambas metodologias en presencia de glucosa, molécula presente en
muchos fluidos biolégicos y que ademas presenta, en su estructura lineal, un grupo aldehido. Al
probar la glucosa (a una concentracién de 10" M) con el TBARS y con el MBTH, en ausencia de la
fraccion microsémica, no se observd reaccién colorimétrica alguna, por lo que o ninguna
metodologia es capaz de reaccionar con dicha molécula o0 ambas metodologias son poco sensibles
para la glucosa, pudiendo reaccionar con ella a concentraciones mas altas. Cuando se
experimentd ahora en presencia de fraccion microsémica el resultado no se alterd, ya que las
lecturas de absorbancia normalmente obtenidas con cada metodologia se mantuvieron constantes,

aun estando en presencia de glucosa.

Tanto Mller (2008) como Villasante et al. (2009), describieron que el LS, en ciertas circunstancias,
presentaba capacidad AO. Ambos midieron esto con metodologias distintas, pero Muller (2008) lo
determind a través de la metodologia del TBARS, estableciendo que, en presencia de la fraccion
microsémica de higado de rata, el LS proveniente de una articulacion que tuviera la membrana
sinovial sana (lo que ocurre en una articulacion sana y en una con dafio cronico), o sea sin estar
congestiva, presentaba actividad AO, sin tener una relacién proporcional al volumen de LS

utilizado. Al evaluar este efecto AO con el TBARS, en presencia de la fraccion microsémica de
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higado de equino, esta capacidad AO no se manifestd, ya que la reaccion colorimétrica
caracteristica que se da entre el TBA y el MDA no se alterd. Lo mismo ocurrié al probar el sistema
con el MBTH, donde los resultados de la LP no se vieron alterados en presencia de LS. Ambas
metodologias se utilizaron con el LS en ausencia de fraccién microsomal para determinar si existia
algun producto de la LP en dicha muestra, siendo negativo tanto en la metodologia del TBARS
como en la del MBTH. Este resultado era esperado, ya que al examen macroscépico las
articulaciones de las cuales se obtuvo el conjunto de LS estaban sanas. Es importante destacar
gue con la metodologia del MBTH incluso se ve un aumento en la absorbancia cuando se le
agrega LS, por lo que en este caso, el LS, a pesar de no reaccionar con el MBTH en ausencia de
fraccion microsémica, genera un aumento en la lectura. Esto sugiere que el LS, en las condiciones

experimentales descritas para el MBTH, reaccionaria como un estimulador de la LP.

Llama la atenciéon que en esta memoria de titulo no se manifestara la capacidad AO descrita
previamente, ya que la Unica diferencia entre ambos protocolos es el hecho de que el higado viene
de distintas especies animales. Por esto se evalu6 la posibilidad de que por ser muestras
provenientes de distintas especies animales, la fraccibn microsomica obtenida de higado equino
pudiera tener alguna molécula, por ejemplo algin AO como la vitamina E, que estuviera frenando
el efecto AO del LS. Para comprobar esto se realizdé el mismo ensayo pero utilizando la fraccién
microsémica a la mitad (50ug/mL) de la concentracidn anteriormente evaluada. A pesar de esta

modificacién, la tendencia fue la misma y no se manifest6 el efecto AO del LS,
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CONCLUSIONES

Las actividades de las enzimas LDH y 5°- nucleotidasa determinadas en el precipitado
obtenido, junto con el protocolo realizado para obtener el homogeneizado, demuestran

que se logré purificar la fraccion microsomal a partir de higado de equino.

La fracciébn microsomal obtenida desde higado de equino, al igual que la fraccién
microsomal obtenida a partir de higado de rata, es capaz de generar productos de LP

en presencia del sistema Fe*" /Ascorbato.

La metodologia del MBTH seria més sensible que la del TBARS en la deteccién de los

productos de la LP y en la reaccion con grupos aldehidos.

La glucosa a una concentracién de 10™ M no genera reaccién colorimétrica ni con la
metodologia del MBTH ni con la del TBARS, y tampoco produce interferencia en la

reaccion que ambas metodologias tienen con los productos de la LP.
El LS no generd reaccién colorimétrica ni con la metodologia del MBTH ni con la del

TBARS ni tampoco mostré capacidad de producir efecto AO en la determinacién que

cada metodologia realiza de lo productos de la LP
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ABREVIATURAS

4-HNE: 4- hidroxinonenal

AQO: antioxidante

BSA: seroalbimina de bovino

CAT: catalasa

D.S: desviacion estandar

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica del equino
GSH-Px: glutation peroxidada

HPLC: cronografia liquida de alto rendimiento
LDH: lactato deshidrogenasa

LP: lipoperoxidacion

LS: liquido sinovial

MBTH: 3-metil-2-benzotiazolidon hidrazona
MDA: malondialdehido

MP: mieloperoxodasa

PUFA: acido graso poliinsaturado

RCS: especies reactivas derivadas del cloro

RL: radicales libres

ROS: especies reactivas derivadas del oxigeno
RNS: especies reactivas derivadas del nitr6geno
SN: sobrenadante

SOD: superdxido dismutasa

TBA: Acido tiobarbiturico

TBARS: sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

TCA: acido tricloroacético
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