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Resumen

Los antioxidantes previenen la formacidn de especies reactivas de oxigeno en el organismo
humano y estimula los mecanismos de reparacion enddgenos al dafio causado por el ataque
de ERO. La ingesta de frutas y vegetales en la dieta diaria es una forma de prevenir la
generacion excesiva de ERO dado su gran contenido antioxidante reportado que actuan como
un mecanismo de defensa intrinseco formado principalmente por enzimas como la superdxido
dismutasa (SOD), catalasa, ascorbato peroxidasa entre otras. En este trabajo se planteo
como objetivo identificar un gen antioxidante a partir de Brassica oleracea var. Itdlica
realizando una extraccion de DNA por el método de L. Dellaporta, posteriormente se extrajo un
RNAm siguiendo el método de TrizolMR, la sintesis de cDNA se obtuvo de acuerdo con lo descrito en el
protocolo SMART de invitrogen. A partir de DNA se logré la identificacion del gen que codifica para super
oxido dismutasa (SOD) por medio de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) obteniendo un
amplicon alrededor de los 550 pb que corresponde con el tamafio esperado.

Abstract

Antioxidants prevent the formation of reactive oxygen species in the human organism and
stimulate endogenous repair mechanisms to damage caused by the ERO attack. The intake of
fruits and vegetables in the daily diet is a way to prevent the excessive generation of ERO
given its high antioxidant content reported that act as an intrinsic defense mechanism
consisting mainly of enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase, ascorbate
peroxidase among other. In this work, the objective was to identify an antioxidant gene from
Brassica oleracea var. Italica performing a DNA extraction by the method of L. Dellaporta,
then extracted an mRNA following the TrizolM? method, cDNA synthesis was obtained
according to what was described in the SMART protocol of invitrogen. DNA was used to
identify the gene that codes for super oxide dismutase (SOD) by means of the polymerase
chain reaction (PCR), obtaining an amplicon around 550 bp that corresponds to the expected
size.

Especies reactivas de oxigeno; antioxidantes; superoxido dismutasa; reaccion en cadena de la
polimerasa
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INTRODUCCION

La utilizacién del oxigeno en la respiracion celular permite obtener una cantidad de energia mucho mayor que
la que proporciona la via anaerdbica. Sin embargo, la utilizacion del oxigeno por las células genera
metabolitos tdxicos, denominados Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), lo cual requiere el desarrollo de
mecanismos antioxidantes. Cuando la generacion de ERO supera la capacidad de estos mecanismos de
defensa, se desarrolla el estrés oxidativo (EO), caracterizado por el incremento de estas especies
potencialmente dafinas para las biomoléculas, lo que lo involucra en diversas enfermedades [1].

De manera habitual, el oxigeno se encuentra en su forma mas estable (O2 ), es decir, en lo que se conoce
como estado triplete, asi el oxigeno es poco reactivo con una velocidad de reaccién a temperatura fisioldgica
baja; sin embargo por reacciones puramente quimicas, por acciones enzimaticas o por efecto de las
radiaciones ionizantes, se pueden producir una serie de especies quimicas o sustancias prooxidantes
(moléculas o radicales libres altamente reactivos) que son capaces de dar lugar a multiples reacciones con
otros compuestos presentes en el organismo, que llegan a producir dafio celular [2].

El exceso de ERO promueve el ataque de estas sobre compuestos quimicos que se hallan en las células
(lipidos, proteinas y ADN), dando lugar al inicio de una serie de reacciones quimicas que pueden conducir a la
aparicion de graves desoérdenes fisioldgicos y la agudizacion de las enfermedades [3]. Las especies reactivas
del oxigeno son metabolitos parcialmente reducidos derivados del oxigeno. Son moléculas muy inestables, lo
que les da una vida media extremadamente corta y la capacidad de reaccionar con todas las moléculas de
importancia biolégica. Dentro de las mas importantes ERO se encuentran el radical superéxido (O2.-), el
peroxido de hidrégeno (H202), el radical hidroxilo (.OH) y el radical peroxinitrito [4]. Sin embargo, los
antioxidantes previenen la formaciéon de ERO en el organismo humano, asi como estimula los mecanismos de
reparacion endogenos al dafio causado por el ataque de ERO o suministra entidades quimicas que aumentan
la capacidad enddgena de secuestro de radicales libres formados en exceso en el organismo. La ingesta de
frutas y vegetales en la dieta diaria es una forma de prevenir la generacion excesiva de ERO dado su gran
contenido antioxidante [5].

El complejo antioxidante del organismo humano tiene también miembros exdégenos y enddégenos. Entre los
primeros estan las vitaminas antioxidantes esenciales (A, C, E) y microelementos, entre los que figuran
metales como el hierro (Fe) y el selenio (Se); endégenamente tienen un papel protagénico las enzimas
oxidorreductasas donde se encuentran la catalasa, superoxido dismutasa, entre otras, las cuales son
desactivadores de radicales libres [6]. Por su parte la enzima superoxido dismutasa esta altamente distribuida
en todas las células aerobias la actividad catalitica neutraliza la capacidad reactiva del radical superoxido, al
reducirlo a peroxido, la cadena antioxidante debe continuar con la reduccion definitiva a agua, por parte de
peroxidasas o catalasa, del perdxido aqui producido [7]. Los mecanismos de defensa antioxidantes presentes
en el humano no son suficientes para contrarrestar el dafio por el estrés oxidativo, es por esto, que la ingesta
de suplementos con actividad antioxidante debe ser incrementada. Dado que Brassica oleracea var. ltalica
(brécoli) tiene un contenido de 2.8% de proteina [8]. y que en estudios se ha encontrado alta actividad de
compuestos bioactivos antioxidantes en la familia de las cruciferas [9]. Se planteo como objetivo el
aislamiento de un gen antioxidantes a partir del brocoli.

MATERIALES Y METODOS

La muestra de Brassica oleracea var. Italica fue proporcionada por la Dra. Ma. Fabiola Leén Galvan de la
Universidad de Guanajuato. Para la deteccion de genes antioxidantes se realizé una extraccion de DNA total
por el método de L. Dellaporta [10]. posterior a la extraccion se analizé su correcta extraccion en un gel de
agarosa al 1% en una camara de electroforesis a 75V por 35min utilizando como marcador de peso molecular
PageRuler Prestained Protein Ladder No. 26616, y se observd en el fotoducumentador BioRad.
Posteriormente se realiz6 una extraccion de RNAm por el método de Trizol, se analizdé de igual manera la
calidad de la muestra por medio de electroforesis, a continuacion, se procedié con la sintesis de cDNA de
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acuerdo con las indicaciones proporcionadas por el kit SMART PCR cDNA Synthesis, de Clontech.
Posteriormente se establecieron condiciones iniciales en el termociclador DUAL BioRad para amplificar
Superdxido Dismutasa a partir de un juego de oligonucleétidos codificantes para SOD (tabla 1), estos fueron
disefiados previamente tomando como referencia secuencias reportadas en la base de datos del NCBI, por
medio de la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en ingles). En la
estandarizacion de las condiciones de amplificacion se utilizé como control el gen constitutivo de actina, se
prepard la siguiente reaccion para todos los PCR realizados variando solo los oligonucleétidos a amplificar; 5
pL de polimerasa JumpStart®, 1.5 pL de oligonucleétido Fw, 1.5 pL de oligonucleétido Rv, 1.0 yL de MgCI2
(25mM) y 1.0 pL de DNA, teniendo un volumen final de reaccion de 10 pL. La amplificacion se realizé con un
ciclo de temperatura de desnaturalizacion inicial de 94°C por 5:00 min seguido de 30 ciclos con una
temperatura de desnaturalizacion de 94cC por 1:00 min, temperatura de alineamiento de 58°C por 45
segundos, temperatura de polimerizacion de 72°C por 1:00 min y un ciclo de polimerizacién final de 72°C por
7:00 min. Una vez identificado el gen se procedi6 a realizar una segunda reaccion de PCR empleando como
molde cDNA, utilizando las concentraciones y condiciones anteriormente mencionadas.

Tabla 1: oligonucleétidos para deteccion del gen antioxidante SOD

Oligonucledtido Secuencia Ampliacién
SOD Fw 5 CCTGGNCTYCAYGGVTTYCAYGT 3 Oy
SOD Rv 5 CCWAGRTCATCRGGATCAGCRTGVAC 3’ P

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con las actividades realizadas se obtuvo una
extraccion de DNA total a partir de Brassica oleracea var.
Itédlica donde se observa en la imagen 1 en el segundo
carril un bandeo en la parte superior del gel de agarosa,
segun [11] el DNA total sobrepasa los 10000 pares de
bases, concordando con los resultados obtenidos.

La deteccidon de genes antioxidantes se realizé a partir de
DNA y cDNA, usando como control positivo el gen
constitutivo de actina, para esto se estandarizaron las
condiciones de amplificaciéon obtenido para actina un
amplicon de 140 pares de bases (imagen 2, carril 2), Las
actinas son proteinas altamente conservadas que se
encuentran entre las proteinas mas abundantes en
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células eucariotas y estan involucradas en la motilidad, la IMAGEN 1: gel de agarosa 1%, carril 1: marcador de
estructura y la integridad de la célula [12]. peso molecular, carril 2: extraccién de DNA de brécoli
Se realizé un PCR con los oligonucledtidos de Superdxido =
dismutasa en DNA lo cual amplifico un gen alrededor de IMAGEN 2: gel de

las 550 pb observandose un bandeo bien definido en el agarosa 2%, carril 1:

carril 3 (Imagen 3), realizando gradientes de temperatura marcador de peso

de alineamiento de 51° a 58°C estandarizando que a esta molecular carril 2: gen

ultima temperatura es adecuada para los oligonucledtidos. constitutivo de actina

De acuerdo con los oligonucleétidos que fueron disefiados
a partir de amaranto el amplicon deberia ser de 459 pares
de bases sin embargo dado las diferencias entre especies
el amplicon fue mayor a este, pero de acuerdo con [13]
reporto que superoxido dismutasa tiene 600 pares de
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bases, lo que nos indica que estamos en un buen rango y en efecto estamos hablando de SOD.

Se hizo una extraccion de RNA a partir de florete de Brassica oleracea var. Itélica por el método de Trizol,
como se muestra en la imagen 4 carril se puede ver que se degrado un poco ya que no se pudo contar con la
centrifuga refrigerada, El RNA es una molécula que se degrada muy facil [11] sin embargo se puede ver que
aun asi el RNA se pudo extraer, por su parte en el carril 2 se puede ver una correcta sintesis de cDNA a partir
del RNA extraido con anterioridad, se procedié a realizar un PCR con las condiciones antes mencionadas
para DNA sin embargo los resultados fueron desfavorables ya que no se logré ver un bandeo aproximado a
las 550 pb esto es argumentado que aunque se realizd las extracciones de la misma muestra el DNA es
estructuralmente diferente a una sintesis cDNA, ya que este ultimo es en su totalidad codificante para
proteinas, mientras que el DNA aun no ha pasado por el splicing alternativo teniendo intrones en su
estructura.

IMAGEN 4: gel de agarosa
al 1%, carril 1: marcador
de peso molecular, carril
2: extraccion de cdna a
partir de brécoli carril 3:
extraccion de RNA a partir
de brécoli.

IMAGEN 3: gel de agarosa 1%, carril 1: marcador
de peso molecular, carril 2: pcr con oligos de Sod
y tm de 51° Carril 3: per con oligos de Sod y tm de
580, observado un bandeo definido alrededor de

CONCLUSIONES

Se logro identificar el gen de superdxido dismutasa alrededor de los 550 pares de bases a partir de DNA de
Brassica oleracea var. Italica, sin embargo, por el tiempo limitado queda a perspectiva aislar el transcrito a
partir de cDNA que codifica para el gen SOD.
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