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RESUMEN

La ficocianina es una biliproteina que se extrae de las algas verdeazules como la Spirulina
(Arthospira) mdxima. Esta proteina porta 3 grupos cromogénicos (tetrapirroles lineales)
por unidad monométrica, que poseen una estructura muy similar a la de la bilirrubina, que
es un reconocido antioxidante endégeno. Por otra parte se conoce que otros derivados de
las porfirinas, como la clorofila alfa, presentan propiedades antioxidantes. Teniendo en
cuenta estos antecedentes, en este trabajo el propdsito fue evaluar si la ficocianina presen-
taba propiedades antioxidantes frente a radicales peroxilicos en diferentes condiciones ex-
perimentales como fueron: 1. disminucién de la banda de absorcién a 620 nm, asociada
con la integridad del cromégeno, al reaccionar con radicales peroxilicos; 2. proteccion de
hematies humanos de la lisis inducida por radicales peroxilicos; 3. inhibicion de la
peroxidacion lipidica microsomal inducida por Fe*? -ascdorbico. Los resultados indicaron
que los grupos cromdforos de la ficocianina reaccionaban rapidamente con los radicales
peroxilicos, mecanismo por el cual la biliproteina era capaz de proteger los hematies de la
lisis celular y de inhibir la peroxidacion lipidica microsomal.

Descriptores DeCS: ANTIOXIDANTES/uso terapéutico; FICOCIANINA/uso terapéuti-
co; PEROXIDACIQN DE LIPIDO; CYANOBACTERIAS; EXTRACTOS VEGETALES;
MODELOS BIOLOGICOS; RATAS.

La ficocianina es una biliproteina que
se extrae de las algas verdeazules como la
Spirulina (Arthospira) mdxima. Esta pro-
teina porta 3 grupos cromogenos (tetra-
pirroles lineales) por unidad monomérica,
que poseen una estructura muy similar a la
de la bilirrubina, reconocido antioxidante
endégeno. Los grupos cromégenos (bilinas)
presentan una banda de absorcion en los 620 nm
asociada con la integridad de este.

Recientemente se ha reportado que la
ficocianina presenta propiedades antioxi-
dantes,' pues es capaz de secuestrar radi-
cales hidroxilo y alcoxilo, y de inhibir la
respuesta quimioluminiscente de leucocitos
polimorfonucleares activados por zimosan.
Teniendo en cuenta estos antecedentes, el
proposito en este trabajo fue evaluar si la
ficocianina presentaba propiedades
antioxidantes frente a radicales peroxilicos,



que estan involucrados en los procesos de
peroxidacion lipidica y citotoxicidad.

METODOS

El 2,2’-azobis(2-amidinopropano)
(ABAP) es un compuesto que por termolisis
y en presencia de oxigeno genera radicales
peroxilicos a una velocidad conocida y
constante. Este compuesto fue utilizado
para evaluar la interaccién entre la
ficocianina y los radicales peroxilicos,
mediante el monitoreo de la disminucioén
de la absorbancia a 620 nm de la ficocianina
y el efecto que esta ejerce sobre la lisis
inducida por ABAP en eritrocitos huma-
nos. Ademés se estudi6 si la ficocianina
inhibe la peroxidacion lipidica inducida por
Fe+2-ascorbico en microsomas aislados de
higado de rata. En todos los estudios se
utiliz6 ficocianina obtenida en el Centro
Nacional de Investigaciones Cientificas
(CNIC) a partir de Arthospira mdxima® y
purificada segin el método de Neufeld y
Riggs.?

El monitoreo de la banda de absor-
cién del cromdgeno se realizé en un
espectrofotometro Hewlett Packard 8453 a
37 °C luego de la adicién de ABAP (10 mmol)
a diferentes concentraciones del cromégeno
(7-30 pmol).

Los ensayos de hemdlisis mediada por
radicales peroxilicos se evaluaron segun el
método de Sigiyama y otros.* A una sus-
pensioén a 20 % de eritrocitos en 0,34 mol
NaCl/10 mmol fosfato de potasio pH 7,4,
se le adicion6 el mismo volumen de ABAP
150 mmol y diferentes concentraciones de
ficocianina, trolox (analogo hidrosoluble de
la vitamima E) o acido ascérbico (vitami-
na C), utilizados los 2 udltimos como
antioxidantes (hidrosolubles) de referencia.
La mezcla de reaccion se incub6 a 37 °C
con agitacion moderada durante 180 min.

Posteriormente cada muestra se diluy6 con
volimenes apropiados de 0,9 % NaCl (A)
0 agua destilada (para lograr 100 % de
hemolisis), se centrifugaron a 1 000 g por
10 min y se midi6 la absorbancia de los
sobrenadantes a 540 nm.

Para el estudio de la inhibicién de la
peroxidaciéon lipidica se aislaron
microsomas de higado de rata mediante
ultracentrifugacién diferencial y se incu-
baron (1,3 mg/mL) a 37 °C en tampén
Tris 50 pmol pH 7,4 antes de la induccion
de la peroxidacion lipidica con 10 pmol de
FeSO, y 0,2 mmol de édcido ascorbico re-
cién preparado. Posteriormente se tomaron
0,3 mL de la mezcla de reaccion y se afa-
dieron a 2 mL de TBA-TCA-HCI-BHT frio.
Luego de calentar por 15 min a 80 °C y
centrifugar por 15 min a 2 000 g se determi-
no la absorbancia a 535 nm.’

RESULTADOS

La exposicion de la ficocianina a la
fuente de radicales conduce a una pérdida
progresiva de la absorbancia a 620 nm, esto
indica que la conjugacién de la parte
bilinica de la proteina se reduce conside-
rablemente como consecuencia de su
interaccién con los radicales peroxilicos.
A partir de 1a maxima velocidad de decolo-
racion medida, y considerando un peso mo-
lecular de 13 000 para cada grupo bilinico,
se obtuvo una velocidad méxima de elimi-
nacion de estos grupos de 0,92 pmol/min,
que si se compara con la velocidad de pro-
duccién de radicales peroxilicos en estas
condiciones experimentales (0,75 pmol/min),
se puede concluir que el blanco principal
de ataque de los radicales peroxilicos son
los grupos cromdgenos y que la reacti-
vidad de estos es considerablemente ma-
yor que la de la parte proteica (apopro-
teina).
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Cuando el ABAP se afiade a la suspen-
sién de eritrocitos este induce hemolisis
dependiente del tiempo y de la concentra-
cién utilizada de dicho producto, que es
inhibida por las diferentes dosis de
ficocianina empleadas en la misma forma
que los otros 2 antioxidantes evaluados (ta-
bla). Si se considera la CISO, definida como
la concentracion de aditivo que produce
50 % de inhibicion del dafio peroxidativo,
se observa que la ficocianina resulté ser en-
tre 6 y 7 veces mas eficiente que el trolox
y el 4cido ascdrbico.

TABLA. Porcentaje de hemdlisis inducida por radicales peroxilo
y su inhibicidn por antioxidantes

% Proteccion

Aditivo % Hemélisis  por el aditivo  Cl; (mmol)
Ninguno 92,2 + 5,4
Ficocianina
0,012mmol 88,0 + 24 12,0
0,025 mmol 75,5 + 8,2 24,5 0,10
0,05 mmol 125+1,0 87,5
0,075mmol  2,3+0,5 97,7
Trolox
0,5 mmol 785 £ 3,3 21,5
0,6 mmol 403+ 75 59,7 0,57
0,7 mmol 218 £7,0 78,2
Acido ascérbico
0,5 mmol 86,6 + 3,5 134
0,8 mmol 157+ 15 84,3 0,71
1,0 mmol 103+05 89,7

Nota: El porcentaje de hemdlisis se calculd mediante la relacion
A/B x 100 %. Los experimentos se repitieron 4 veces a cada
concentracion de aditivo usada. Los datos se expresaron como
media + DE. La Cl.; se obtuvo graficamente mediante un pro-
grama Microcal Origin (version 4.0, 1995).

La adicién de ficocianina a la fraccion
microsomal en presencia de Fe*?-ascorbato
da por resultado una disminucién de la
peroxidacidn lipidica, medida como canti-
dad de productos reactivos con el TBA for-
mados, que es dependiente del tiempo y de
la concentracion de ficocianina ensayada
(CL,=12 mg/mL) (fig.).

40

Tn
|

=
=
|

Absorbancia 535 nm

0.1

Fig. Cinética de peroxidacion ljpidica microsomal en ausencia (¢)
y presencia de ficocianina: (% 8 mg/mL, /(12 mg/mL y (x) 20 mg/
/mL. Cada punto representa la media de 3 determinaciones.

DISCUSION

Se ha reportado® que los radicales de-
rivados del ABAP inducen la oxidacion de
los lipidos y proteinas de la membrana del
eritrocito, lo que conduce finalmente a la
hemdlisis, que es directamente proporcio-
nal a la concentracién de estos radicales.
Ademdés se ha demostrado que los
antioxidantes hidrosolubles como el 4cido
urico, ascdrbico y trolox, secuestran
eficientemente los radicales peroxilicos
derivados del ABAP en la fase acuosa an-
tes de que estos puedan atacar la membra-
na del eritrocito, protegiéndolos de esta
forma del dafio peroxidativo.’

El efecto inhibitorio de la peroxidacion
lipidica observado pudiera estar relaciona-
do con la capacidad de la ficocianina de
secuestrar radicales hidroxilo, pues se ha
planteado que el secuestro de radicales ini-
ciadores de la peroxidacioén lipidica, como
los hidroxilo, puede constituir un mecanis-
mo de defensa antioxidativa.® Sin embar-
g0, la contribucidén de estos radicales en la
peroxidacién inducida por Fe*?-ascérbico
ha sido seriamente cuestionada, por lo que
en este caso debe ser otro el mecanismo
por el que la ficocianina protege de la
peroxidacion lipidica. En este sentido seria



interesante esclarecer un posible efecto
quelante de esta biliproteina.

En la actualidad existe el criterio de
que los radicales libres, en especial los ra-
dicales oxigeno centrados como el
hidroxilo, alcoxilo y peroxilo, atacan
lipidos, carbohidratos, proteinas y al ADN
e inducen dafo en la membrana, inactiva-
cion de enzimas y modificaciones genéticas
que conducen finalmente a una serie de

ples enfermedades.® Por tal motivo, gran
parte de las investigaciones actuales se cen-
tran en la busqueda y evaluacioén de nuevos
farmacos potenciales, capaces de
interactuar con estas especies y evitar el
dafo que producen. Teniendo en cuenta los
presentes resultados, asi como otras inves-
tigaciones previas de este grupo de traba-
jo consideramos que este producto natu-
ral retne los requisitos para convertirse en

eventos patoldgicos asociados con muilti- un candidato a farmaco.

SUMMARY

Phycocyanin is a biliprotein from blue green algae as Spirulina (Arthospira) maxima. This protein carries 3
chromogenic groups (linear tetrapyrroles) per monometric unit, with a structure similar to that of bilirubin which
is a recognized endogenous antioxidant. On the other hand, it is known that other porphyrin derivatives such as
alpha chrlorophyll have antioxidant properties. Taking this into consideration, this paper is aimed at evaluating
whether phycocyanin has antioxidant properties to peroxyl radicals or not at different experimental settings, such
as 1. reduction of absorption band to 620nm associated to the integrity of chromogen when reacting to peroxyl
radicals; 2. protection of human hematids from peroxyl radical-induced lysis; 3, inhibition of Fe *2-ascorbate-
induced microsomal lipid peroxidation. The results indicated that choromophore groups of phycocyanin quickly
reacted to peroxyl radicals, a mechanism by which this biliprotein was able to protect red cells from cell lysis
and inhibit microsomal lipid peroxidation.

Subject headings: ANTIOXIDANTS/therapeutic use; PHY COCYANIN/therapeutic use; LIPID PEROXIDATION;
CYANOBACTERIA; PLANT EXTRACTS; MODELS, BIOLOGICAL; RATS.
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