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RESUMEN

Se determind la quimioluminiscencia de polimorfonucleares activados con zimosan, en
presencia de a-cristalina (0,25; 0,5; 1 mg/mL), y con 1 mg/mL de la proteina se efectud
el ensayo en 3 momentos diferentes (con a-cristalina preincubada, adicionada a la vez y
después de 8 min de aplicado el zimosan). Tanto la preincubacion de la a-cristalina con
polimorfonucleares, como su adicién 8 min después de desatada la respuesta oxidativa,
disminuyeron significativamente la quimioluminiscencia respecto al control (p < 0,001;
p < 0,005, respectivamente). La a-cristalina provocd una disminucion 4 veces mayor que
la albiimina de los derivados oxidados del acido tiobarbitirico, de manera dependiente de
la concentracion. Estos resultados preliminares demuestran que la a-cristalina tiene acti-
vidad antioxidante al disminuir las especies reactivas del oxigeno de neutrdfilos activados
con zimosan, e inhibir la lipoperoxidacion espontinea de cerebro de rata. Ambos efectos
antioxidantes pudieran contribuir a la proteccion del cristalino del ojo.

Descriptores ’DeCS: CRISTALINAS/pso tempéutico; ANTIOXIDANTES/uso terapéuti-
co; NEUTROFILOS; PEROXIDACION DE LIPIDO.

La a-cristalina es la proteina mas
abundante del lente ocular de los verte-
brados, aunque también se encuentra ex-
presada en otros tejidos. Al igual que otras
proteinas del grupo de las pequefias pro-
teinas de estrés térmico tiene actividad
chaperona, al proteger a otras proteinasy
enzimas de la agregacioén por calor y ra-
diaciones UV.!? El humor acuoso y el
cristalino contienen altos niveles de H,0,
(20-50 pmol),? por lo que el estudio de la
actividad antioxidante de dicha proteina es

de gran interés. El objetivo de este estudio
fue evaluar la capacidad antioxidante de la
o-cristalina en 2 modelos in vitro indepen-
dientes del cristalino, en polimorfonu-
cleares (PMN) activados y en homogenato
de cerebro de rata.

METODOS

Ensayo de quioluminiscencia (QL): Se
utiliz6 el procedimiento descrito por



Pascual y otros,* para evaluar el efecto de
la a-cristalina (0,25; 0,5; 1 mg/mL) en la
QL amplificada por luminol de PMN acti-
vados con zimosan opsonizado. Se evalu6
también el efecto de la adicién de la
o -cristalina (1 mg/mL) en 3 momentos di-
ferentes (durante la preincubacién, en el
momento de inicio de la activacion y des-
pués de 8 min de afiadido el zimoséan). La
QL fue medida en un luminémetro LKB
Wallac 1250 acoplado a un recorder LKB
2210.

Ensayo de inhibicion espontdnea de la
peroxidacion: Se preparé un homogenato
de cerebro de ratas Wistar en buffer fosfato
(pH 7,4 ), y se centrifugd a 3 000 rpm,
por 10 min a 4 °C. Se tomaron alicuotas
del sobrenadante y se incubaron a 37 °C
por 60 min en presencia de diferentes con-
centraciones de a-cristalina (0; 0,28; 0,42;
0,7; 1,4 mg/mL) y de albimina bovina
como proteina control. La peroxidacién fue
medida por la absorcién a 535 nm de los
derivados oxidados del 4cido tiobarbi-
tirico.’

RESULTADOS

En la figura 1 se muestra una depen-
dencia de la concentracion de a-cristalina
en la disminucién de la QL. La concentra-
cién de 1 mg/mL disminuyé en 60 % la QL
de los PMN activados con zimosin
opsonizado, con significacion respecto al
control (p < 0,005). Tanto la preincubacion
de la O-cristalina con PMN, como su adi-
cioén 8 min después de desatada la respues-
ta oxidativa, disminuyeron significativa-
mente la QL respecto al control (p < 0,001,
p < 0,005, respectivamente). La figura 2 mues-
tra que la a-cristalina provocé una dismi-
nucion en la lipoperoxidacion esponténea del
homogenato de cerebro de rata, de manera
dependiente de la concentracion y 4 veces
superior a la albimina para concentracio-
nes semejantes.
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Fig. 1. Efecto de diferentes concentraciones de or-cristalina en la
respuesta oxidativa de polimorfonucleares (PMN) activados con
zimasan.
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Fig. 2. Efecto de laar-cristalina en la ljpoperoxidacidn espontanea de
cerebro de rata.

DISCUSION

Estos resultados preliminares demues-
tran la actividad antioxidante de la a-cris-
talina al disminuir las especies reactivas
del oxigeno (EROS) de PMN activados con
zimosan, e inhibir la lipoperoxidacion es-
pontanea de cerebro de rata. La capacidad
de la a-cristalina de asociarse con lipidos
para ejercer su funcion antioxidante pudiera
formar parte de su mecanismo de protec-
cion lipidica. Borchman y Tang® sugieren
que la proteccion puede estar mediada por
la exclusion de agua de las cabezas polares
y asi proteger a los lipidos de los oxidantes



hidrofilicos. La disminucién de la respues-
ta oxidativa de PMN activados demuestra
que no es necesaria la incubacion previa,

atrapamiento de EROS, proteccién de las
enzimas de defensa del estrés oxidativo, o
una participacion en otro proceso posterior

pues de igual manera disminuye la QL cuan-
do es adicionada 8 min después de desatada
la cascada oxidativa.

De estos tltimos resultados se pudie-
ran inferir una accién directa sobre el

al ensamblaje del complejo NADPH oxidasa.
Ambos efectos antioxidantes pudieran con-
tribuir al mantenimiento de la transparencia
del cristalino.

SUMMARY

The chemiluminescence of zimosan-activated polymorphonuclears in the presence of alpha crystallins was
determined (0,25; 0,5; 1 mg/mL) and the assay was performed with 1 mg/mL of the protein at 3 different
moments (with pre-incubated alpha crystallin, with alpha crystallin added at the same time as zimosan and 8
minutes after adding the latter). Both the alpha crystallin preincubation with polymorphonuclears and its addition
8 minutes after the oxidative response occured significantly reduced chemiluminescence as compared to control.
(p <0,001; p < 0,005 respectively). Alpha crystallin caused a reduction that was 4 times that of the albumin of
oxidized derivatives of thiobarbituric acid, dependig on the concentrations found. These preliminary result showed
that alpha crystallin had an antioxidant activity since it lowers the reactive oxygen species of zimosan-activated
neutrophils and inhibitis spontaneous lipid peroxidation in rat brain. Both antixiodant effects may contribute to
crystallin lens protecction.

Subject headings: CRYSTALLINS/therapeutic use; ANTIOXIDANTS/therapeutic use; NEUTROPHILS; LIPID
PEROXIDATION.
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