ARTICULO ORIGINAL

D.R. © TIP Revista Especializada en Ciencias Quimico-Biolégicas, 13(1):5-15, 2010

EFECTO PROTECTOR DE LOS POLIFENOLES ANTE
EL DANO PROVOCADO POR ESPECIES REACTIVAS
DE OXIGENO EN MAIz (Zea mays L.)

Héctor Urueta-Cuéllar!, Martha Albores?,

Radl Aguilar' y Estela Sanchez de Jiménez!
1Depto. de BioquimicaDepto. de Quimica Organica, Facultad de Quimica,
Edificio E, UNAM. Paseo de la Investigacion Cientifica, Ciudad Universitaria,
Coyoacan, C.P.04510,México, DE-mail: estelas@servidor.unam.mx

RESUMEN

Todos los organismos vivos estan expuestos a oxidacion debida aradicales libres (ROS), producidos por las células a partir de estimulos
de agentes ambientales. En el presente trabajo se identifica, mediante estudios de genémica comparativa, la secuencia de bases de
la enzima PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) ortéloga de maiz (Zea mays L.) conocida por su funcion relevante en el
mantenimiento del estado reducido de las células.

Se encontr6 que esta enzima contiene las secuencias caracteristicas del sitio activo de la enzima PTEN de otros eucariontes. Para
corroborar la funcion de PTEN y su sensibilidad a los ROS, se analiz6 el efecto del agua oxigenada en el proceso de germinacion
del maizy el efecto protector de la adicién del extracto metandlico de semillas de tamarindo (EMT), con una concentracion conocida
de antioxidantes polifenélicos. Se demostré la participacion de PTEN de maizen la via de transduccion de sefales PI3K-TOR, la cual
esactivada por laaplicacién de insulinaanalizando su respuesta a esta hormona. Se encontré que tanto la insulina como el peréxido
de hidrégeno estimulan en el maiz la sintesis de novo de las proteinas ribosomales, medida por la cantidad de [**S]-metionina
incorporada a estas proteinas, ademas de tener un efecto mitogénico, como se constaté midiendo la incorporacién de [*H]-timidina
en el ADN.

Estos efectos fueron neutralizados por el extracto de tamarindo, dada su capacidad de restaurar la actividad de la fosfatasa PTEN,
como se demuestra al determinar laincorporacion de [*2P]-ortofosfato en los fosfatidilinositidos PIP3 y PIP2 (fosfoinositido 3,4, 5 trifosfato
y fosfoinositido 4,5 bifosfato).

Los resultados indican que la inhibicién de laenzima PTEN por agentes oxidantes puede ser revertida por compuestos polifendlicos
como los identificados en extractos de tamarindo (EMT). Asi mismo, resaltan la posibilidad de identificar por medio de bioensayos en
el maiz, compuestos con alto contenido de polifenoles que permitan ser usados para mantener el estado reducido de los organismos.
Palabras Clave: antioxidante, especies reactivas de oxigeno, proteina cinasa, PTEN, transduccion de sefiales.

ABSTRACT

Allliving organisms are exposed to lethal oxidative effects from free radicals (ROS) produced in their cells from environmental or
internal agents. The presentresearch is concerned with the identification, by data base comparative genomic studies, of the maize
(Zea maysL.) orthologue PTEN (Phosphatase and Tensin homolog), a relevant enzyme in maintaining the reduced state of living
organisms.

The maize enzyme showed to contain the characteristic PTEN active site nucleotide sequences of other eukaryotes. To corroborate
PTEN sensitivity to ROS, the effect of H,O, was determined on seed germination. The protective antioxidant effect of a methanolic
extract from tamarind seeds (EMT), due to its polyphenol concentration, was also determined.

The participation of PTEN inthe PI3K-TOR maize pathway, was shown by analysis of its response to insulin, as well asto H,0,. Both
compounds stimulated cell growth of germinating seeds, increasing [**S]-methionine incorporation into de novoribosomal protein
synthesis. Furthermore, a mitogenic effect, induced by either of these compounds was made evident by the increment of [*H]-
thymidine incorporation into DNA. These effects were avoided by the presence of polyphenolic antioxidants, that restored PTEN
activity, as demostrated by measuring [**P]-incorporation into the phosphoinositides PIP3/PIP2 (Phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate/phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) in the analyzed tissues. These results indicate thatenzyme PTEN inhibition by
ROS mightbe reversed by polyphenol compounds as those presentin EMT. These results strengthen the possibility of identifying,
through bioassays in plants, compounds with high polyphenol content that might be used to help on the maintenance of living
organisms into a reduced state.

Key Words: antioxidant, ROS, protein kinase, PTEN, signal transduction.
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INTRODUCCION
aenzima PTEN es unafosfatasa cuyo principal sustratoRecientemente se ha demostrado que la exposicién de células de
es el fosfoinositido PIP3 al que hidroliza para formar diferentes origenes al€l, da como resultado la oxidacion de
PIP2. Sunombre se deriva de su funcién como supresoPTEN, ocasionada por laformacion de un puente disulfuro entre
de tumoresghosphatase and tensin, homolog deleted los residuos Cy$'y Cys?, lo que inhibe temporalmente su
on chromosome }0ya que es uno de los genes humanos masactividad, generando unincremento en la concentracién de PIP3
frecuentemente mutados en varios tipos de cBficer y la activacion de la via de transduccion de sefiales PI3K-TOR.
Asi, aun a bajas concentraciones gDfipromueve procesos
Esta enzima juega un papel central en la ruta de sefializaciérelacionados con laformacion de radicales reactivos de oxigeno
PI3K-TOR en eucariont€sdonde PIP3 funcionacomo segundo (ROS); lo cual provoca un incremento en el crecimiento y la
mensajero para ciertos factores del crecimiento como la insulinaproliferacion celular no controlados, que conllevan alaformacion
el IGF (factor de crecimiento tipo insulina) y el EGF (factor de de tumores y al candgr
crecimiento epidermal). Laactivaciéon de esta viageneracorriente
abajo, efectos antiapoptoticos y de regulacion del crecirffiénto  Esta sefial puede ser revertida por antioxid&ri#eEn plantas,
(verdiagramaen laFig. 1). laenzima PTEN ha sido muy poco estudiada, asi como también
laviade transduccién de sefales PI3K-TOR en la que participa.
La proteina PTEN presenta dos dominios en su molécula, el d&n elmaiz se hareportado un factor proteico (ZmIGF) de la familia
fosfatasa enlaregién N-terminal y el dominio C2 enlaregion C-de los "Insulin-like" growth factors (IGFs), el cual favorece la
terminal, ambos son necesarios para la actividad enziffiatica germinacion y el crecimiento de ejes embrionarios del maiz,
Dentro del dominio fosfatasa se encuentra el "p-loop" o sitioincrementando significativamente la sintesis de proteinas
catalitico (122-HCKXGKXR-131) caracteristico de lagranfamilia ribosomale$?y la del ADN*. Este proceso depende también
de las proteinas fosfatasas de residuos de tirosina (PTP’s) a tie lavia de transduccion de sefiales PI3K-TOR, la cual antagoniza
cual pertenece PTEN, siendo los residuos®y#arg'*claves con la accion de PTEN a nivel de los pozos de los fosfolipidos
para su actividad cataliti¢&". PIP3/PIP2 (ver diagrama en la Fig. 1) en forma similar, ala via
equivalente de mamiferds’,
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Figura 1. Esquema de la via de transduccién de sefiales PI3K-TOR (modificado de Hay!'?).
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Los antioxidantes son sustancias que evitan la formacién deAgricultural Chemists): el método de Folin-Ciocalteu modificado

radicales libres, retardan el inicio o bien disminuyen la velocidadpor Singleton y Rosi (1968, y el método de reduccién con

de oxidacién en los organismos, evitando por consiguiente |aDPPH?2,

formacién de los RO3. Existen diversos antioxidantes que

provienen de productos vegetales, entre ellos los polifenolesPorcentaje de inhibicién del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)

que se definen quimicamente como sustancias que tienen updeterminacion de la capacidad antioxidante

anillo aromético con uno 0 mas sustituyentes hidroxilo, incluyendoSe usa la cinética de la reaccion de la inhibicién de DPPH por el

sus derivados funcionales como ésteres, éteres, glucésidos, etmétodo de Sanchez-Moreno y colaboradores (FJa&mo

Entre los compuestos fendlicos que existen en los materialesigue: Se prepard una solucién molar de 6XIHDPPH (Sigma

vegetales se pueden mencionar la hidroquinona, la vainillina yAldrich).

el acido gdlico, que pueden clasificarse como fenoles simples, o

los derivados del acido hidroxicinAmico de los cuales el &cidoSe determiné la absorbancia de la solucion a 515 nm, y se siguio

clorogénicoylos flavonoides forman el grupo masimportéinte  por espectrofotometria la desaparicion del radical cuando se

En particular, eltamarindd @marindus indicd..), de lafamilia adicionaron 75 pl de solucion de fenoles estandar y/o de extractos

Leguminosae, que crece en amplias regiones subtropicales, ste tamarindo.

ha descrito que contiene abundantes antioxidantes fendlicos,

como los polifenoles, en extractos metandlicos del pericarpio,Las concentraciones de estandares (acido galico, acido ferulico

entre los que se ha determinado la presencia de trimerog,BHT (t-2,6-diterbutoxi-4-metilfenol) y los extractos de tamarindo

tetrAmeros, pentameros y hexdmeros de procianidina junto cofueron los siguientes: 0.240 mg/ml (que corresponde a una

otros derivados fendlicBS. solucionde 1.07 mMde BHT), 0.120 mg/ml (0.5 mM de BHT). Las
determinaciones se hicieron cada 12 segundos al principio de la

Dada la importancia de estos compuestos antioxidantes en leeaccion y cada minuto al final. Se obtuvo el porcentaje de

prevencion de la oxidacion y el dafio a los organismos vivos, sénhibicién usando acido galico como patrén como lo recomienda

han propuesto probar la bioactividad de dichos antioxidantes efKatalinic (20064

cultivos celulares. Este es un instrumento que esta emergiendo

rapidamente en muchos campos de investigd€lpn % de inhibicion = Abg, - Abs_,, ./ Abs_; x 100.

especificamente con el objeto de determinar el efecto antioxidante

en tipos particulares de células y su capacidad de absorcidn dee calcul6 también la concentracion de fenoles que disminuye

los radicales. laconcentraciéninicial de DPPH al 50%, denominada por Sanchez-
Moreno como ECy el tiempo necesario parallegar aun estado

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivoestacionario conocido como_ T, También se calculo la

demostrar la presencia de PTEN en el maiz y su funcién ertapacidad antioxidante denominada AE que se define como

relaciona mantener bajos los niveles de PIP3 a fin de regularAE=1/EC, T_ .,

la via PIBKTOR. Asi mismo, se pretende demostrar el efecto

antioxidante de unamezclapolifenélica que permitarecuperar Medicién del contenido fendlico de extractos de tamarindo con

vivola actividad de PTEN al estar inhibida por ROS. elreactivo de Folin-Ciocalteu
Se construyé una curva estandar con diluciones de los estandares
MATERIAL Y METODOS BHT, &cido galico y &cido ferulico. Se utilizaron diluciones de
0.120mg, 0.060 mgy 0.012 mg del extracto seco de tamarindo. Se
Medicién del contenido fendlico de extractos de afiadieron 2.5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu y 30 ml de agua
tamarindo: destilada. Después de 3 minutos se agreg6 7.5 ml de carbonato
Preparacién de extractos de semilla de tamarindo de sodio al 10% y se aforé cada muestra a 50 ml. Se midié la

Ochenta gramos de semillas de tamarindo limpias y secasabsorbanciaa765nm, despuésde 2 hrsdereaccionatemperatura

obtenidas de 280 g de vainas de tamarindo, se molieron en urembiente.

licuadora. Enun aparato de Soxhlet se desengrasaron las semillas

molidas con hexano durante 3 hrs y posteriormente con acetatGon el método de Singleton y R#sse midié la actividad de

de etilo hasta que no hubo coloracién en el disolvente. Aextractos de semilla de tamarindo con diferentes disolventes y

continuacion se extrajo el polvo con metanol para obtener lose obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla |,

compuestos mas polares. Se evaporé el disolvente de los extractoesmparando lareduccion del reactivo con 1 mg de residlides

y se determiné el residuo seco de cada uno de ellos. de extractos de tamarindo con 1 mg de BHT y de acido ferdlico.
Se calculé lactividad reductora de 1 mg de los extractos metandlico

Se seleccionaron dos métodos para evaluar la capacida(EMT) y de acetato de etilo secos. Se observé que el extracto

antioxidante de extractos de semilla de tamarindo que son losnetandlico tiene una actividad similar ala del &cido ferulico, pero

recomendados actualmente porla AOAC (Association of Official del orden 10 veces mayor que la del antioxidante comercial.
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Los resultados de esta determinacidn pueden verse en la Tabt@ntrifugar a 15 000 rpm (rotor SS-34 de Sorvall) durante 30
I, gue muestra la mayor actividad en el extracto metandlico queninutos a 4 °C, el sobrenadante se coloco sobre un colchén de
ladel extracto de acetato de etilo, equivalente aladel &cido galicasacarosa 0.5 My 0.5 M de KCI en regulador de extraccion y se
centrifug6 a53 000 rpm (rotor 75 Ti de Beckman) durante 3 hrs.
Para estainvestigacion, se decidié usar el EMT que corresponde
a una mezcla de polifenoles para evaluar su efecto comdelbotdn de ribosomas se resuspendié en unvolumen minimo de
antioxidante en la funcién de PTEN de maiz, calculando losregulador A3 (Hepes 20 mM, KOH 20 mM, acetato de magnesio
miliequivalentes de extracto que reaccionarian con un equivalent® mM, acetato de potasio 125 mM, 2-mercaptoetanol 6 mM a

de HO,. pH=7.6), se afiadi6 acetato de magnesio 1M (décima parte del
volumen), dos volumenes de acido acético glacial y se dej6 con

Material Biolégico agitacion ocasional por lo menos 1 hora en ffelo

Enlos experimentos realizados en este trabajo, se utilizaron tanto

semillas como ejes embrionarios de maiea mayd..) cv. Posteriormente se centrifugd a 8 000 rpm (rotor SS-34 de Sorvall)

Chalquefio. Las semillas se colocaron en agua corriente y edurante 15 minutos. El sobrenadante se precipité con 5 volimenes
agitacion por un par de minutos, posteriormente en un matraz sde acetona fria durante toda la noche a -20°C y luego se
les adiciond etanol al 70 % durante 5 minutos, se eliminé ycentrifugé a5 000 rpm, como serealiz6 anteriormente. Se evaporé
enseguida se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5 %a acetona para obtener las proteinas ribosomales.

durante 5 minutos. Finalmente, se enjuagaron de 3 a 4 veces con

agua estéril. A partir del sobrenadante obtenido con el gradiente de sacarosa
se precipitaron las proteinas citoplasmicas con TCA a una
Efecto fisiologico del peroxido de hidrogeno (D,) y del EMT concentracion final de 10 %, dejandose toda la noche a4 °C. Se

Lotes de 50 semillas desinfectadas se colocaron en charolas deentrifugaron a 5 000 rpm (rotor SS-34 de Sorvall) durante 15
plastico en medio de dos capas de algoddn y se embebieron: elinutos y se resuspendieron en un volumen minimo de agua
lote control Unicamente en agua y los demas lotes en peroxiddesionizada alcalinizada con KOH.
de hidrégeno a diferentes concentraciones. Esto se realiz6 en
presenciay ausenciade EMT 1 mg/ml. Eltiempo de incubaciénLa marca radioactiva se cuantificé utilizando un contador de
fuede 72 hrsa 24 °C + 2 °C en oscuridad constante. Al final detentelleo liquido (LS6000IC de Beckman) tanto paralas proteinas
experimento se determind la longitud de la raiz y del coledptiloribosomales como para las citoplasmicas.
de las plantulas obtenidas en cada lote.
Efecto delHO,ydel EMT enlasintesis de ADN
Incorporaciéon de [°S]-metionina en proteinas de ejes  Incorporaciénde FH]-timidina en ejes embrionarios de maiz
embrionarios de maiz Sedisectaronlos ejes embrionarios de semillas de maiz con 36 hrs
Semillas desinfectadas de maiz se hicieron germinar y despuéte germinacion, los cuales después se incubaron durante 18
de 24 hrs los ejes embrionarios se disectaron y se incubarohoras en medio MS (1.5 mlde medio por gramo de tejidojtdpn [
durante 2 hrs en medio liquido de Murashige-Skoogtf¥&)5 timidina (5 uCi/ml), a 25°C+2°C en oscuridad constante.
ml/g de ejes) en oscuridada25°C+2° Cenpresenciade 200 pCi
de F°S]-metionina (sp. Act. 43.5 TBg/mmol). Posteriormente se aplicaron los siguientes tratamientos:
control (agua), insulina 200 pU/ml g®, 20 nM final. Los ejes

Los ejes se homogenizaron coylijuido en cuatro volimenes  embrionarios correspondientes se trataron 30 minutos antes de
de regulador de extraccion (50 mM tris-acido acético, 50 mM KClI, los tratamientos indicados con EMT 1 mg/ml, y se incubaron a
5 mM acetato de magnesio, 5 mM 2 b-mercaptoetanol, 250 mMres diferentes tiempos (15, 30 y 60 min) bajo las mismas
sacarosa, todo a pH 8.2) por gramo de muestra. Después dmndiciones. A continuacién se lavaron dos veces con agua

desionizada estéril y se prosiguié a la extraccién de ADN.

Actividad antioxidante Concentracion molar de Extraccion de ADN a partir de ejes embrionarios
de 1 mgde reductor acido gélico (170 g/mol) Los ejes embrionarios fueron pulverizados ghiduido
y tratados con las siguientes soluciones a 65°C: 4 ml/

Extracto metanélico (1mg) (EMT) 6.0x10° g de tejido de CTAB /g (CTAB 2% (p/v), Tris-HCI

Extracto de acetato de etilo (1 mg) 6.8x1C° 100mM, pH 8, EDTA20mM, pH8,NaCl 1.4 M)y 0.5 mg/

BHT 2.05x16 g de tejido de CTAB/NaCl (2.05g de NaCl en 40 ml de

Acido fertlico 7.72x10 agua y lentamente afadir 5 g de CTAB agitando y
) g calentando, aforar a 50 ml). La muestra se mezclé

Tabla I. Equivalencia de la actividad reductora de 1 mg de extractos ; 4 o
secos de semillas de tamarindo, expresado como BHT o de acido fuertemente y se incub6 a 65°C pama hora con

ferdlico con la concentracién molar de acido galico. agitacion ocasion@l!. Las muestras se extrajeron 2 veces
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(1:1) con cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) centrifugando a centrifugdéa 2000 g (rotor SS-34 de Sorvall) por6 mina4°C, lafase
7500 rpm (rotor SS-34 de Sorvall) a 24°C, se recuperd la fasénferior fue separaday la fase superior se extrajo dos veces mas
acuosay se le adicion6 1/10 de volumen de la solucién CTAB/con 500 ul de cloroformo, separandola por centrifugaciéon. Todas
NaCl a 65 °C mezclando por inversion. A la fase acuosa sdas fases inferiores colectadas se combinaron y se lavaron dos
adicion6 1:1 (v/v) CTAB (CTAB 1% (p/v), TrissHCL50mM, pH  veces con 2 mlde metanol/HCI 1 N (1:1 v/v), centrifugandose a
8, EDTA 10mM, pH 8) y se mezclé por inversion. Se centrifugd 2000 g (rotor SS-34 de Sorvall) por 6 minutos a4 °C, el producto
(500 g a4°C durante 5 min). se seco y almacené a -70 °C hasta su utilizacion.

Posteriormente se removié el sobrenadante y el acido nucleic&€romatografia en capa fina de fosfolipidd®”
se precipité afiadiendo 0.6 volumenes de isopropanol. Por ultimd.os fosfolipidos obtenidos de las membranas se solubilizaron en
el botdn se lavo con etanol al 80 % (centrifugando a 7500 g pouna mezcla de cloroformo/metanol (2:1 v/v). Las muestras se
15 min). Se resuspendié el producto en un volumen minimo decolocaron sobre cromatoplacas de gel de silice (silica gel 60 de
TE (Tris-HCI10mM, EDTA1 mM, apH:8.0)(0.1-0.5ml/gdetejido MERCK) con un espesor de 0.25 mm, pretratadas con una
inicial). solucién de oxalato de potasio al 1% y secadas a 100 °C durante
60 min justo antes de usarlas. La separacion se llevé a cabo con
Una vez obtenido el ADN, se cuantificé espectrofoto- una solucion de cloroformo/metanol/acetona/acido acético/
métricamente a260 nmy se determin@fimidinaincorporada  agua (40:14:15:12:7 v/viviviv), durante 2.5 hrs. Los fosfolipidos
utilizando un contador de centelleo liquido (Beckman). se revelaron utilizando dos procedimientos: A) La placa se
sumergio en acido fosfomolibdico (14 ml dg58),, 1.25 g de
EfectodelHO,y del EMT enlaactividad de la ortologa PTEN sulfato cérico de amonioy 20 g de acido fosfomolibdico aforados

enmaiz a 500 ml, con agua desionizada) durante un minutoy se secé con
Incorporacién de [F?P]-ortofosfato en fosfolipidos de ejes  aire caliente hasta su visualizacién. B) La placa se expuso a
embrionarios de maiz vapores de yodo en una camara, previamente saturada con

Se colocaron semillas de maiz y a las 24 hrs de germinacién seapores de yodo, hasta la visualizacién de los fosfolipidos.

disectaron los ejes embrionarios, después se incubaron durante

10, 20y 40 minutos en medio MS (1.5 ml/g) en oscuridad a 25 °CRESULTADOS

+2°Cen presenciade 100 uCi@J-ortofosfatoy se aplicaron

los siguientes tratamientos: control (agua)0H20 nM, o Identificacién de PTEN de maiz por homologia de

insulina 200 pU/mly en presencia o ausenciade EMT 1 mg/mlbases con la correspondiente enzima de otros

Al final se dieron dos lavados con agua desionizada estéril y serganismos

prosiguié con la extraccién de fosfolipidos los cuales seEn primerlugar este trabajo se orientd a la busqueda en maiz de

cuantificaron por medio de un liquido de centelleo a base dda proteinahomoéloga de lafosfatasa PTEN y su caracterizacion.

tolueno para obtener la radioactividad incorporada. Para lograr este objetivo, y debido a que el genoma de maiz no
esta totalmente resuelto, se hicieron estudios comparativos de

Obtenciéon de membranas microsomales y extraccion de los  las secuencias de bases de maiz con las secuencias ya existentes

derivados fosforilados de fosfatidilinositdf®! de PTEN en arrofryza sativy, ya que el arroz es una especie

Se homogenizaron los ejes embrionarios con regulador (sacarosauy cercana al maiz y su genoma estd completamente

250 mM, EDTA3mM, EGTA2mM, 2-mercaptoetanol 14 mM, secuenciado. Con la secuencia de nucledtidos de maiz asi

DTT 2 mM, TRIS-HCI 30 mM pH 7.4) en una proporciéon de 3 obtenida, se hicieron alineamientos tipo "blast" con el genoma

volimenes por gramo de tejido (3 ml/g), agregando 0.1 g dede Arabidopsisy de otros organismos eucariontes no

polivinilpirrolidona. El tejido se centrifugd a 5000 g (rotor SS-34 fotosintéticos (Fig. 2).

de Sorvall) por 10 min a 4 °C, se desechd la pastilla y el

sobrenadante se centrifugé nuevamente a 40 000 g (rotor 60 T$3e encontré una region de 234 aminoacidos en maiz que

de Sorvall, Centrifuga Ultra Pro 80 de Sorvall) por 1 horaa 4 °C,correspondié a la regiéon N-terminal de la proteina PTEN. Es

para obtener la pastilla de microsomas, la cual se pesé y sinportante sefialar que esta region es caracteristica de todos los

resuspendio en el regulador anterior (3 volimenes/gramo deniembros de lafamiliade cinasas PTP, alaque pertenec&PTEN

microsomas). En ella destacan asi mismo las dos lisinas criticas parala funcion
de PTEN dentro del asa "P-loop", que corresponden en maiz a

Se tomaron 100 ul de microsomas resuspendidos a los cuales &Kty K% (Fig. 2A). La comparacién en el arbol evolutivo de

les agregaron 1500 pl de unamezclafria de cloroformo/metanoéstos resultados indica que en el maiz existe una proteina PTEN

(1:2 viv), se agit6 en el vortex, se colocé en hielo por 30 minmuy semejante a la reportada para otros eucariontes (Fig. 2B).

aproximadamente y después a 25 °C. Se adicionaron 500 pl de

EDTA100mM pH4.4,500 plde HCI 2.4 Ny 500 ul de cloroformo, Con el objeto de corroborar la funcionalidad de PTEN y su

agitando en vortex después de cada adicion. La mezcla ssensibilidad a los radicales ROS, se disefiaron experimentos
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Figura 2. Alineamiento de la secuencia primaria de la regiéon del P-loop presente en PTP’s. A) Los residuos de cisteina y arginina
son marcados con gris oscuro y los residuos basicos del sitio catalitico son marcados con gris claro. La posicién del fosfato del
anillo de inositol que desfosforila cada enzima es indicada a la derecha. B) Alineamiento de la secuencia primaria de la regi6n
del P-loop de varios ort6logos PLIP. "PROT" denota secuencias derivadas de proteinas caracterizadas o protefnas predictivas de
un genoma totalmente secuenciado. "EST" denota secuencias derivadas de secuencias "tags" expresadas. El nimero de acceso de
NCBI se da a la derecha?.

a nivel fisiolégico y biogquimico que permitieran conocer el regulaciéon de lavia PI3K-TOR (ver diagrama en la Fig. 7).
efecto que tiene el perdxido de hidrégeno sobre la ruta de

transduccion de sefiales PI3K-TOR, ya que el sitio blanco deEfecto de H,O, en el proceso de germinacién

peroxido de hidrégeno es la fosfatasa PPERara ello se ~ Semillas de maiz germinadas en presencia, @ fHostraron
analizaron los compuestos antioxidantes del extractodiferencias en lavelocidad de germinaciény crecimiento de los
metandlico de cascara de tamarindo (EMT{)Fig.3) y se ejes embrionarios, ya que lalongitud obtenida de las estructuras,
probé posteriormente su capacidad de inhibir los efectos dda radicula y el coledptilo se incrementaron por la presencia del
ROS inducidos por (D, en maiz a través de analizar la peroxido de hidrégeno (Fig. 4A). En otro grupo de semillas,
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R= COOCH: benzoato del acido 3,4-dihidroxibenzoico
R= OCOCH: acetato de 3,4-hidroxibenzoico

OH OH

HO ]
‘ T
CH CH
Epicatequina

HO

ay ,}ﬂo "

Cranding

aH

Procianidinas

Figura 3. Compuestos fenélicos y flavonoides aislados de Tamarindus indica L. (tomado de Sudjaroen et al.l'?).

ademas de }@, se agregé EMT durante la germinacion, y se ( )
observé inhibicién del proceso de crecimiento comparado con 80-
la presencia de J@, o crecimiento similar al control siné,y 701
sin EMT (Fig. 4B). Se ha reportado que el crecimiento de los
tejidos en germinacién va acompafiado normalmente poj € 60
aumento en la biogénesis de los ribosdtfiaSste proceso es :E’ 50
acelerado por factores de crecimiento tipo insulina a través d¢ g
estimular la via de transduccion de sefales llamada PI3K} 35 401
TOR™., Por tanto, a fin de corroborar si el efecto dgDH S 30
observado en los ejes embrionarios, se correlaciona con la 9 201
sintesis de proteinas ribosomales, se realizaron experimentos ¢n
los que se aplic6fB]-metionina como precursor de proteinas 107
a los tejidos estimulados pot®), o por insulina (Fig. 5). 0
C H C H
Los resultados muestran que el peréxido de hidrégeno o la 5nM 20 nM
insulinaincrementan laincorporacion &S]-metionina en \ J

las proteinas ribosomales, indicando que ambos estimulo§igura 4A. Efzcto ﬂel Peréxlido de hidrégzn? as nNt‘) ﬂiZqUEerdda)

generan crecimiento, y a su vez inducen la sintsimovo Y. 2 20 "M (derecha) en el crecimiento del eje embrionario de
) . . mafz. (H; con peroxido de hidrégeno) o (C; control en ausencia

de las proteinas ribosomales (Fig. 5). Estos resultados S0Be peréxido de hidrégeno). A las 72 hrs de germinacién.
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Figura 6A. Efecto del peréxido de hidrégeno en la sintesis de

ADN. Se usaron ejes embrionarios de 36 horas de germinaci6n

Figura 4B. Efecto del per6xido de hidrégeno en el crecimiento
del eje embrionario de maiz a 72 hrs de germinacién: coleéptilo,
radicula y eje total. C; control, H; peréxido de hidrégeno a 20

en presencia de [*H]-timidina 5 pl/ml y tratados durante 15 6
30 min con: C; control, H; peréxido de hidrégeno 20 nM, I;
insulina 200 pU/ml, HI; mezcla de insulina + peréxido de

nM, -EMT, en ausencia de EMT, +EMT, en presencia de EMT. hidrégeno. *significativo, P<0.005

9000 Ao
w 50004
£ 7000+ z 600+ =
B 6000 < *
o =
& 5000 = 400+
g 4000 - % *
E 3000 —
2000 | |
1000 1 o . . = =
0 EMT - + = + s +
Cit Rib Cit Rib Cit Rib Control H,O, Insulina
Cantrol H.Oy Insulina \ J
\ Figura 6B. Efecto del EMT en la sintesis de ADN. Se usaron ejes

embrionarios de 36 hrs de germinacién, en presencia de [*H]-
timidina 5 pCi/ml y tratados durante 30 minutos con peréxido
de hidrégeno o insulina y en ausencia o presencia del
antioxidante EMT. *significativo P<0.01

consistentes en mostrar que el peréxido de hidrégeno estimula

procesos que conllevan a incrementar el efecto de la via denhibicion de la actividad de PTEN, por la formacion ROS,
PI3K-TOR. generando asi un efecto mitogénico en los tejidos.

Figura 5. Efecto del per6xido de hidrégeno o insulina en la
sintesis de proteinas ribosomales (Rib) y citoplasmicas (Cit).

Efecto de H,0, y EMT en la sintesis de ADN Para confirmar esta sugerencia se consideré de importancia
Es sabido que la insulina e IGFs (insulina-like growth factors), probar la capacidad antioxidante del extracto de EMT para
tienen también un efecto mitogénico en células eucarihges  revertir estos efectos por accién antioxidante, con base en la
particularmente en mdf%. En el presente caso se analizé si el mezcla de polifenoles que contiéfie Asi, se realizaron
H,O, también mostraba ese efecto sobre los ejes embrionarios dexperimentos en presencia de EMT y se encontré que los
maiz germinado. En la figura 6A se muestran los resultados d@olifenoles contenidos en EMT inhiben significativamente el
estos experimentos, en donde se aplico como prectifer [  efecto mitogénico inducido por eJ@l, o porinsulinaenlos ejes
timidina para marcar el ADN sintetizade novoComo puede  embrionarios de maiz (Fig. 6B).

observarse, en ambos casos tanto con insulina como,Cgn H

hubo incrementos significativos sobre todo a 30 minutosinhibicién de la fosfatasa PTEN

(P<0.0005) en laincorporacion édFtimidinaal ADN, por arriba Para comprobar que los efectos observados pgDgble deben

del control (2y 2.6 veces pargbj e insulina, respectivamente).  realmente a lainhibicion de la actividad de la fosfatasa PTEN, se
Estos resultados sugieren que la accion d€, Henera midio directamente el efecto deJ®j en la actividad de laenzima
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PTEN. Dado que la funcion de PTEN corresponde a laf )
defosforilacion de PIP3 para convertirlo en PIP2, se midi6 la 8000
incorporacion de*fP]-ortofosfato tanto en el sustrato comoen | , 7000
el producto de PTEN en condiciones de estimulacion gon H | & 6000
o insulina. Los resultados de estos experimentos, después ¢eg 5%
llevar a cabo la separacion de los compuestos producidos pcré, 4000 #PiP2
cromatografiaen capafina (Fig. 7A) ylamedida de laradiactividad 5 ***° HePs
incorporada en ellos (Fig. 7B), muestran la inhibicién de la| © izzz
actividad de PTENy como consecuencialaacumulacion de PIPB o
al tratar los ejes con peréxido de hidrégeno. En el caso de la ¢ H L \¢ H Y,
insulina, su estimulo provoca un incremento en la PI3-Kinasg SY
L, L in EMT Con EMT
generando también una acumulacién de PIP3. Por otra parte ¢l 10 minutos
tratamiento de los ejes con el antioxidante EMT anul6 el efectd
delHO, regresando los valores de PIP3 alos de nivel del contro
H 10000
(Fig. 7B). 5000
8 8000
DiscusioN % 7000
Como ya se ha comprobado, la generacion de ROS en célulgsg eooo
vegetales tiene efectos diferencidi®s con altas g 5000 -
concentraciones de estas moléculas se pueden ocasionar dafjo§ -’ OPiPs
oxidativos extensos, pero a bajos niveles, funcionan comd & 500
moléculas de sefializacion en rutas de transduccion de sefialgs. 1000
Sinembargo, la sefializacion prolongada de alguna de estas vias e y ) e y L
puede desregular procesos celulares basicos como la divisign N '
Sin EMT Con EMT
20 minutos
140000
120000
g
E_ 100000
.‘3 80000 gPie2
- g 60000 griP3
g’ 40000
g 20000
B 0 .
\c H AN H L/
SMMT Con'EMT
(=3 =F=] PP 40 minutos
Figura 7B. Relaci6n de la concentracién de PIP2 y PIP3 en ejes
embrionarios de 24 horas de germinacién incubados con [*?P]-
ortofosfato 150 pCi/ml, con H,0, 20 nM o con insulina 200
- o pU/ml. Los ejes se expusieron a tres diferentes tiempos a los
- - PIP tratamientos mencionados: 10, 20 y 40 minutos respecto a la
variante en presencia o ausencia de EMT. C; control, H;
tratamiento con H,0,, |; tratamiento con insulina. La
concentracién de PIP2 disminuyé marcadamente en presencia
de H,O, en los tratamientos sin el EMT. Mientras que su
PIP2 22 0 .
- concentraciéon se mantuvo en presencia del EMT, con respecto
PIP3 al control. El efecto fue mas marcado a los 20 minutos de
tratamiento.
CONTROL PEROXIDO INSULINA
FEMT —EMT  +EMT —EMT -EMT  -EMT celular, lo cual genera trastornos tan importantes y peligrosos

Figura 7A. Efecto del per6xido de hidrégeno en la formacién
de PIP3. La cromatografia de capa fina se desarroll6 segin se
indica en materiales y métodos, Ejes embrionarios de 24 horas
de germinacién se incubaron con peréxido de hidrégeno 20
nM, y en presencia o ausencia de EMT y con [*2P]-ortofosfato
100 pCi/ml.

como el caAncéfl.

Los resultados obtenidos en esta investigacidn indican que el
peréxido de hidrégeno a baja concentracién tiene un efecto
activador de la ruta de transduccion de sefiales PI3SK-TOR
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(Fig. 1). Esto lo observamos tanto a nivel fisioldgico como de fosfatasa convirtiendo PIP3 aPIP2 (Fig. 7) y protegiendo alas
bioguimico; medido como elincremento en el crecimiento de loscélulas de ROS.

ejesyenlasintesis de proteinas ribosomalesy de ADN (Figs.4-

6). Goldsteiny colaborador&s mencionan que el peroxidode EIH,O,asicomo lainsulinainducen laaccion mitogénicaenlas
hidrégeno puede facilitar o mimetizar la accion mitogénica de lacélulas de maiz a través de producir ROS, por lo que elevan la
insulina en mamiferos. En efecto, en este modelo de maiz se heintesigle novade ADN (Fig. 6).

demostrado que la insulina induce la sintdsisovade ADN

(Fig. 6), asi como la division celufak Mas aun, otros reportes  La produccion de ROS por exposicion de las células de maiz al
indican que el peroxido de hidrogeno se genera en respuestatd,0,, genera efectos inductores del crecimiento y la division
la estimulacion con insulina sirviendo como un segundo celular, como en organismos eucariontes anirfidleEl
mensajero en la cascada de sefializacion de ésta (FigEll)  apagamiento de esta activacion por oxidacion es logrado por
blanco mejor caracterizado de ROS son las proteinas fosfatas&&MT, una mezcla de compuestos polifendlicos que mantiene el
detirosina (PTP’s), entre ellas PTEN Es asi que las PTP’s, estado reducido de las células a través de un mecanismo que
normalmente sirven como reguladores negativos de laacciéon dmvolucra la restitucion de la actividad de PTEN.

la insulina puesto que las ROS pueden rapidamente oxidar el

residuo de cisteina del sitio catalitico de las PTP bloqueandgA GRADECIMIENTOS

efectivamente su actividad enzimatica y estimulando el efectogste proyecto fue apoyado por los proyectos DGAPA IN206207-
por la sefalizacion de la insulifia 2008y Facultad de Quimica PAIP 6290-10, ambos de la Universidad

Nacional Autonoma de México.
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