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Resumen

El estrés oxidativo contribuye en gran medida al desarrollo de enfermedades crénico degenerativas
(ECNT), las cuales se presentan cuando el equilibrio se rompe a favor de la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO’S). Las ERO’S son radicales libres (electrones desapareados). El radical
peréxido de hidrogeno (H202) es transformado en agua y oxigeno por efecto de la enzima antioxidante
catalasa. Las enzimas antioxidantes actlan en los procesos de Oxido-reduccion, previniendo la
oxidacion ya que suprimen o se oponen a la accion de agentes pro-oxidantes, contrarrestando los
efectos nocivos de los radicales libres, que son altamente reactivos e inestables y contribuyen a
desencadenar enfermedades coronarias, cancer, dermatitis, entre otras. En este trabajo se pretende
aislar el gen Cat de la semilla de Cucurbita argyrosperma sororia. La extraccion de RNAm de la semilla
se realiz6 siguiendo el método de Trizol®, la sintesis de cDNA se obtuvo de acuerdo a lo descrito en el
protocolo de sintesis de DNA complementarios, y finalmente por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), se realizaron pruebas de estandarizacién de las condiciones de PCR para identificar
la presencia de gen antioxidante.

Abstract

Oxidative stress contributes greatly to the development of chronic degenerative diseases (NCDs), which
occur when the balance is broken in favor of the generation of reactive oxygen species (ERO’S). Son of
free radical (ERO’S) (unpaired electrons). The radical hydrogen hydroxide (H202) is transformed into
water and oxygen by the effect of the enzyme catalase antioxidant. Antioxidant enzymes act in the
oxidation-reduction processes, preventing oxidation and suppressing oppose the action of pro-oxidants,
counteracting the harmful effects of free radicals, which are highly reactive and unstable and contribute
to triggering coronary diseases, Cancer, dermatitis, among others. In this work refers to isolate the Cat
gene from the seed of Cucurbita argyrosperma sororia. The extraction of mRNA from the seed was
performed following the Trizol® method, the cDNA synthesis was obtained according to the described in
the DNA synthesis protocol complementary, and finally by the medium of the reaction in the chain of the
Polymerase chain reaction (PCR). PCR standardization tests were performed to identify the presence of
the antioxidant gene.
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INTRODUCCION

El estrés oxidativo es una causa significativa de
daflo al ADN que provoca mutaciones e
inestabilidad genética, ambos implicados en la
carcinogénesis. Las especies reactivas son
moléculas muy inestables y el dafio al ADN se
considera el suceso crucial en la carcinogénesis.
Si las mutaciones ocurren en genes criticos en el
desarrollo del cancer en células germinales,
pueden dar lugar a un incremento del riesgo de
cancer en la descendencia. Por otra parte, si las
mutaciones afectan estos genes criticos en células
somaticas pueden originar el cancer. [1]

Entre las moléculas que se consideran ERO se
encuentran los radicales libres, los cuales pueden
ser definidos como atomos o moléculas con uno o
mas electrones desapareados. [2]

El término “radical libre” enfatiza una reactividad
mas alta comparada con moléculas cuyos atomos
estan ligados a otros por covalencia (enlace por
comparticibn de electrones). Una vez que el
radical libre ha conseguido sustraer el electron
(reduccion) que necesita, la molécula estable que
lo pierde (oxidacion) se convierte a su vez en un
radical libre por quedar con un electrén
desapareado, iniciandose asi una reaccion en
cadena. Debido a que estas especies reactivas no
poseen receptores especificos, tienen una
capacidad de agresion indiscriminada sobre
células y tejidos vivientes. Como producto de
nuestro metabolismo se generan distintos tipos de
radicales libres, tales como: Especies Reactivas
de Oxigeno (ERO: el ani6n superéxido, el anion
perdxido, el radical perhidroxilo, el radical
hidroxilo). [3]

Los compuestos quimicos y las reacciones
capaces de generar especies reactivas del
oxigeno con potencial toxico pueden reconocerse
como pro-oxidantes. Por otra parte, a los
compuestos y reacciones que eliminan estas
especies, disponen de ellas, suprimen su
formacidn o se oponen a sus acciones se les
conoce como antioxidantes. En una célula normal
existe un equilibrio apropiado entre pro-oxidantes y
antioxidantes. No obstante, este balance puede
desplazarse hacia los pro-oxidantes cuando la
produccion de estas especies aumenta de modo
considerable. Tal circunstancia se presenta

después de la introduccion en el organismo de
ciertos farmacos o venenos insecticidas y/o
pesticidas. El desbalance puede presentarse,
ademas, cuando la concentracién de antioxidantes
disminuye, ya sea debido a una mala nutricion
como la hipovitaminosis E, o0 a un fallo funcional de
alguna de las enzimas involucradas en la
respuesta antioxidante del organismo [4]

Los sistemas de regulacién enzimatica de los
niveles de EROs son unos de los mecanismos
maés importantes de controlar los efectos de estos.
El sistema de defensa antioxidante esta
constituido por un grupo de sustancias que al estar
presente en concentraciones bajas con respecto al
sustrato  oxidable, retrasan 0 previenen
significativamente la oxidacion de este. La accion
del antioxidante es de sacrificio de su propia
integridad molecular para evitar alteraciones de
moléculas -lipidos, proteinas, ADN, etc.-
funcionalmente vitales o mé&s importantes.
Caracteristicas de las enzimas antioxidante:
Catalasa (CAT). Tiene una amplia distribucién en
el organismo humano, alta concentracion en
higado y riién, baja concentracién en tejido
conectivo y epitelios, practicamente nula en tejido
nervioso y se localiza a nivel celular: mitocondrias,
peroxisomas, citosol (eritrocitos); presenta 2
funciones fundamentales: catalitica y peroxidativa
y forma parte del sistema antioxidante CAT/SOD
gue actla en presencia de altas concentraciones
de perdxido de hidrégeno [5]

Por lo cual puntualizado previamente, los
mecanismo de defensa antioxidantes presentes en
el humano, no siempre son suficientes para
neutralizar el daflo por estrés oxidativo,
contribuyendo al desarrollo de enfermedades
crénicas  principalmente como el cancer,
dermatitis, envejecimiento, enfermedades
coronarias en ese sentido, se ha propuesto que la
dieta ingerida puede suplementarse con
ingredientes ricos en antioxidantes, por lo tanto
tomando como referencia el alto contenido
proteico de alrededor del 30% de la semilla se
Cucurbita argyrosperma sororia (Chicayota) y que
en estudios protedmicos se ha encontrado que a
nivel de peptidos un alto potencial bioactivo como
antioxidante estable, en este trabajo se plante6
como objetivo el aislamiento de al menos un gen
antioxidante de la semilla de chicayota.[4].
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MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico

Se utiliz6 semilla de Chicayota (Cucurbita
argyrosperma sororia), proporcionadas por un
agricultor local de Ometepec, Azoyl y Marquelia
Gro.

Identificacion del gen Catalasa

Extraccion de RNA de Chicayota por el Método de
Trizol

Se realiz6 de acuerdo a las indicaciones del kit
trizol (invitrogen). Para analizar la calidad del
RNAmM obtenido se realizd6 una electroforesis de
agarosa al 1% utilizando el bromuro de etidio, para
tefiir los geles, el resultado se visualizé en el
fotodocumentador BioRad.

De TRIZOLExtraccion de RNA de Chicayota por
el Método Cloruro de Litio

Para la extraccion de RNA, todo el material se
tratd previamente con etanol-DEPC por un minimo
de 3 horas y posteriormente se esterilizé a 121 °C
15 min a 15 Ib, una vez esterilizados se
mantuvieron a -20°C hasta su uso. La extraccion
de RNA se realizd empleando el método de
Cloruro de Litio reportado por Manny, 1995;
modificado por Barrera y Ledn 2008. EI RNA
obtenido se analiz6 en gel de agarosa
desnaturalizante al 1% teflido con bromuro de
etidio y se wvisualizd6 por luz UV en el
fotodocumentador Gel Logic 100 Imaging System
de Bio-Rad.

Sintesis de la Doble Cadena de DNA

La sintesis de cDNA se realiz6 de acuerdo a lo
descrito en el protocolo SMARTTM PCR cDNA
Synthesis Kit User Manual de Clontech. Para la
amplificacion se utilizé el termociclador DUAL de
BioRad con las siguientes condiciones de
amplificacién: un ciclo con una temperatura de
desnaturalizacion inicial de 94°C durante 4
minutos, seguido de 34 ciclos con una temperatura

de desnaturalizacion de 94°C por 30 segundos,
temperatura de alineamiento de 65°C por 45
segundos y una de polimerizaciéon de 72°C por 6
minutos, finalmente se dio un ciclo de extension
final a 72°C por 7 minutos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de RNA y sintesis de cDNA de
semilla de Cucurbita argyrospema sororia

La calidad del RNA obtenido de la semilla de
Cucurbita argyrosperma sororia como se observa
en la imagen 1, carril 2, 3 y 4 fueron de buena
calidad, ya que se encuentran transcritos de alto y
bajo tamafio molecular, el cual se monstro un
mejor resultado en el método de cloruro de litio, se
observan bandas bien definidas, adicionalmente el
barrido que se observa representa los transcritos
de alto y bajo tamafio molecular. Del RNA
enriquecido en mensajeros se obtuvo el cDNA,
como puede observarse en la imagen 1, carril 4 y
5, se muestran es un barrido intenso en todo el
carril, esto indica que todos los transcritos (dado
que viene de RNAm) de alto y bajo tamafio
molecular estan.

st ’
Agarosa 0.8% DEPC+Tae 1x+EtBr

IMAGEN 1: Andlisis de calidad de RNA y obtencién de cDNA.
Carril 1. Marcador de tamafio molecular. Carril

2. RNA Trizol. Carril 3. RNA Trizol. Carril 4. RNA Cloruro de litio.
Carril 5. cDNA 1:10 KM. Carril 6. cDNA reamplificacion KM.
Carril 7. PCR catalasa.
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Del RNA enriquecido en mensajeros se obtuvé el
cDNA, como puede observarse en la imagen 2,
carril 2 y 3, se muestran es un barrido intenso en
todo el carril, esto indica que todos los transcritos
(dado que viene de RNAmM) de alto y bajo tamafio
molecular estan igualmente representados en la
sintesis por retrotranscripcion, lo anterior garantiza
gue independientemente del tamafio del gen
antioxidante, es posible aislarlo.

IMAGEN 2: Obtencion de cDNA. Carril 1. Marcador de tamafno
molecular. Carril

2. cDNA Harina desgrasada Trizol. Carril 3. cDNA cloruro de litio.

Deteccidon de genes antioxidantes

La deteccion de genes antioxidantes se realizo a
partir de cDNA, usando como control positivo el
gen constitutivo actina el cual demostré un
resultado positivo (imagen 3). Respecto a los
genes de interés, se estandarizaron las
condiciones de amplificacién.

IMAGEN 3: Deteccion de antioxidantes. Carril 1.
Marcador de tamafio molecular. Carril 2. PCR
Actina. Carril 3. PCR Catalasa.

De esta manera la mejor opcion de condiciones en
la estandarizacién (cambios en el cloruro de
magnesio, gradiente de temperatura y ciclos) el
que dio mejores resulados fue el incremento en
ciclos.

IMAGEN 4: Deteccion de antioxidantes. Carril 1. Marcador de
tamaiio molecular. Carril 2. 30 ciclos Catalasa. Carril 3. 35 ciclos
catalasa. Carril 4. 40 ciclos catalasa.

En los ciclos se muestran presencia del gen de
catalasa, mismo que demuestra que el mejor
resultado es el ciclo 40. Los resultados
encontrados son parecidos a los reportados
anteriormente en el gen constitutivo actina .[4]
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CONCLUSIONES

Se demostré mayor eficiencia en la extraccion de
RNA por método de cloruro de litio comparado con
el método de TRIZOL.

El control de actina permiti6 comprobar que la
sintesis de cDNA fue de buena calidad.

Se realizé la amplificacién del gen enddgeno
catalasa con actividad antioxidante en la semilla
de chicayota y se puede inferir que esta semilla
tiene gran potencial para seguir estudiando sus
enzimas y/o metabolitos secundarios con dicha
funcion.
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Para la amplificacion del gen CAT se utilizaron los
oligonucleoétidos reportados por Espitia-Orozco en
20017.
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