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Resumen: En el metabolismo aerdbico de las células se producen especies reactivas
del oxigeno (ROS, Reactive Oxigen Species) que juegan papeles clave tanto en su
funcionamiento normal como en el desarrollo de procesos patolégicos. Por ello, la
busqueda de métodos analiticos que permitan su cuantificacion es un campo de
creciente interés. Nuestro trabajo se ha centrado en el estudio de la influencia de
distintas variables experimentales que afectan a la deteccién de ROS mediante el
empleo de sensores fluorescentes. Como primera etapa, se han optimizado las
condiciones instrumentales y de reaccidon para la cuantificacion de glucosa mediada
por ROS.
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INTRODUCCION

Significacion bioldgica de las especies reactivas de oxigeno

Los ROS se caracterizan por su alta capacidad oxidante'” y entre ellos se
encuentran radicales hidroxilos, el anién superdxido y el peréxido de hidrdgeno,
generados principalmente en la respiracién celular y la actividad de enzimas como el
citocromo P-450, la flavoprotein-oxidasa y enzimas'?. La presencia de estas ROS en el
organismo cumple funciones fisioldgicas, ya que intervienen en la proliferacion celular
como segundos mensajeros y pueden activar el receptor para el factor de crecimiento
epitelial. Ademas, pueden inducir o reprimir factores de transcripcién en funcion de su
concentracion e intervienen en la respuesta inmunitaria y la apoptosis(z). Igualmente
ejercen una accion importante a nivel de los endotelios vasculares en el control de la

presion sanguineam.
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Sin embargo, cuando los niveles de estas especies en el organismo son excesivos,
se llega a un estado celular de estrés oxidativo, que puede desencadenar distintos
procesos patolégicos(z) relacionados con el envejecimiento, mutaciones,
carcinogénesis, procesos degenerativos como el Alzheimer® o enfermedades
cardiovasculares como la arterioesclerosis™. Para regular sus concentraciones vy
mantener el equilibrio homeostatico, el organismo dispone de distintos mecanismos
de eliminacién de ROS tanto enzimaticos (catalasa, glutation peroxidasa y superdxido
dismutasa) como no enzimdticos (metales; tioles como el péptido glutation; algunas
vitaminas y compuestos fitoquimicos como isoflavonas, polifenoles y flavonoides).

Como consecuencia de todo ello, existe un interés creciente por el desarrollo de
métodos que permitan cuantificar los niveles de ROS en tejidos y compartimentos
celulares para poder correlacionarlos con la aparicién de determinadas patologias, asi
como en estudios que demuestren la eficacia de xenobidticos antioxidantes en la
prevencion de las patologias asociadas al estrés oxidativo.
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Figura 1. Esquema de los mecanismos de produccidn, regulacion y eliminacion de las ROS.

Metodologias para la determinacion analitica de los niveles de ROS

La mayoria de las metodologias empleadas para la determinacién de ROS
implican el empleo de sensores fluorescentes debido a su gran sensibilidad®. Estos
compuestos son capaces de detectar actividad oxidativa en células y tejidos, pero en
mayoria de los casos es dificil establecer cudl es la especie oxidante responsable de la
oxidacion del sensor. Otro aspecto a considerar es que los sensores presenten un
adecuado balance hidrofilia/lipofilia como para que les sea posible solubilizarse en el
entorno celular y atravesar las membranas celulares para asi llegar al interior
citoplasmatico y/o a determinados organulos celulares.
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Algunos sensores son productos comerciales. La deteccidn y cuantificacidon de
ROS se basa en la utilizacidn de compuestos no fluorescentes facilmente oxidables por
accién de los ROS dando lugar a los correspondientes derivados oxidados que
presentan fluorescencia. Por ejemplo, el dihidroetidio, la dihidrorodamina,
diclorodihidrofluoresceina'® y dihidroxifenoxazina originan sus correspondientes
derivados oxidados por medio de ROS (Fig. 2).

Sensor ROS Sensor Oxidado
no fluorescente fluorescente

HO. o) OH .
Peroxidasa de
T s oo ooncs
N Z
N

ch/go
Amplex® Red Resorufina
10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina Aexlhem = 571/585 nm
pK,~6.0
H20, 0,
OH OH
HO Q HO Q
HO Glucosa oxidasa HO on
OH S0 GOX o)
D-gluconolactona D-glucosa

Figura 2. Esquema de reaccion del Amplex Red.

La utilizacién de boronatos aromaticos se ha propuesto mas recientemente. Se
caracterizan por la unidon de un fluoréforo a un resto de acido bordnico. Estos
derivados en presencia de las ROS pierden el resto de acido bordnico y forman el
correspondiente derivado fendlico que exhibe fluorescencia’®?). El rendimiento de la
reaccion es elevado, pero las constantes de reaccidén son bajas 19 Otra alternativa son
las reacciones quimioluminiscentes. En éstas es posible su cuantificacion de las ROS a
través de la quimioluminiscencia desarrollada. Los derivados de N-metilacridinio se
oxidan enzimaticamente a N-metilacridona en estado excitado que se desactivard
emitiendo quimioluminiscencia(n) (Fig. 3)
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Figura 3. Esquema de reaccion quimioluminiscente de la lucigenina.
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OBJETIVOS

Nos hemos propuesto desarrollar metodologias analiticas que permitan la
deteccion sensible de los ROS en medios bioldgicos. Nos valdremos de la
espectrofluorimetria para la determinacidon de perdxido de hidrégeno como ROS
modelo en el entorno intra- y extracelular. En combinacién con las ventajas analiticas
que ofrecen las metodologias de alto rendimiento (High Throughput Screening, HTS),
proponemos la aplicacion de este tipo de técnicas para la cuantificaciéon de glucosa y
otros compuestos de interés bioldgico.

PARTE EXPERIMENTAL

Se ha utilizado un kit comercial que comprende el tampdn de reaccidn, la
glucosa, el sensor de ROS (Amplex Red), y las enzimas glucosa oxidasa y peroxidasa.
Las reacciones se incubaron a 372C durante 30 min, al menos un control negativo sin
glucosa y otro positivo de perdoxido de hidréogeno. La fluorescencia ha sido
determinada con un fluorimetro Fluoromax 4P (Horiba Jobin Yvon) equipado con un
lector de placas multipocillo MicroMax. Las medidas se llevaron a cabo Aey/Aem
571/585 nm, correspondientes a los maximos de fluorescencia de la resorufina, el
producto de oxidacidn del Amplex Red. Se estudid la influencia de diversas variables
experimentales, tales como tiempo de reaccidn, anchura de rendija del monocromador
y tiempo de integracién del detector, con la finalidad de optimizar las condiciones
instrumentales para mejorar la sensibilidad analitica.

RESULTADOS Y DISCUSION

El Amplex Red es un compuesto incoloro facilmente oxidable en presencia de
peroxido de hidrégeno que da lugar a la resorufina, en una reaccién catalizada por la
peroxidasa (Figura 2).

La espectrofluorimetria es una técnica muy sensible, y combinada con un sistema
de lectura de alto rendimiento (HTS, Fig. 4) permite analizar numerosas muestras en
poco tiempo. Ademas supone un considerable ahorro, ya que se utilizan volimenes de
muestra muy reducidos. Por otra parte, el equipo puede funcionar de manera
autonoma reduciendo los errores experimentales y con un considerable ahorro de
tiempo y de mano de obra.

Se estudio la evolucion de la intensidad de fluorescencia con el tiempo de

incubacién de los medios de reaccion. En la Figura 5, se observa un incremento
paulatino en la intensidad de fluorescencia hasta alcanzarse la zona “meseta” para un
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tiempo de reaccién de 80-90 minutos; sin embargo, pueden obtenerse medidas de
fluorescencia altamente reproducibles a tiempos de reaccion inferiores, por ello para
los analisis cuantitativos se seleccioné un tiempo de medida de 30 minutos.

Figura 4. Placa con 96 pocillos conteniendo los medios de reaccion.

1,8x107
1,6x10"
1,4x10"
1,2x10"
/mT 1,0x10”

2
L 8,0x10°

o IF glucosa 50,0 uM
o o IF glucosa 3,13 uM
6,0x10° o IF glucosa 0,39 uM

4,0x10° NI

2,0x10° == =

LINNLA R R LA L B LA B DL B LA L B |
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Tiempo (min)

Figura 5. Cinética de la reaccion del Amplex Red con glucosa.

Para mejorar la sensibilidad se puede incrementar el ancho de la rendija del
monocromador. Para estudiar la influencia de este parametro instrumental se
ensayaron 3 valores de anchura de rendija. Como se puede preciar en la Fig. 6 a mayor
valor de anchura de rendija se incrementa la IF medida dado que la potencia radiante
gue recoge la sonda de fibra éptica es considerablemente mayor. Para el mayor valor
de anchura de rendija (7 nm) la IF desarrollada es tan elevada que satura el
fotomultiplicador. Finalmente, las condiciones de medida optimizadas se aplicaron a la
determinaciéon cuantitativa de glucosa. En la Figura 7 se presenta las curvas de
calibrado obtenidas para el intervalo de concentraciones de 0-3 uM.
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Figura 6. Efecto de la anchura de rendija del monocromador en la intensidad de fluorescencia.

3,0x10°

2,5x10°

2,0x10°

1,5x10° 4

IF (u.a)

1,0x10°

5,0x10°

00 &

o slit=5nm
o slit=3nm
o slit=7nm

0,5 1.0 ' 1:5
[Glu] (uM)

T
2,0

25

T
3,0

Figura 7. Rectas de calibrado obtenidas en la cuantificacion de glucosa mediada por ROS.

CONCLUSIONES

Se han optimizado las condiciones experimentales para la deteccion de ROS en
muestras bioldgicas mediante el empleo de Amplex Red como sensor fluorescente. Se
ha obtenido una respuesta analitica con buenos valores de sensibilidad y linealidad. El
tiempo de reaccién es adecuado (30 min) y el empleo de formato de placas
multipocillo para llevar a cabo los ensayos permite el analisis de un elevado nimero de
muestras con un reducido consumo de tiempo y reactivos.
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