INTERACCION DE QUITOSANO CON ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
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RESUMEN

El quitosano (Ch) es un polisacarido formado por unidades de B-(1—4)-2-acetamido-D-glucosa
y B-(1—>4)-2-amino-D-glucosa. Constituye un derivado de la quitina, obtenido por deacetilacion
alcalina de la misma. Este polimero presenta funciones biolégicas destacadas como actividad
antimutagénica, antimicrobiana, antioxidante y accién inmuno estimulante. (Aranza y col., 2009).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la capacidad antioxidante de Ch frente a dos de las
Especies Reactivas de Oxigeno (EROS): el radical hidroxilo ("OH) y el anién superdxido (O;7).
Estas especies radicalarias son fuente de numerosos perjuicios para el hombre, puesto que su
inestabilidad y su rapida capacidad de reaccién le otorgan un papel fisiolégico importante en
enfermedades como el cancer, y en el detrimento de alimentos por la incesante degradaciéon de
sus nutrientes (Valko y col., 2007).

El estudio consisti6 en analizar la capacidad antioxidante de Ch con dos grados de
deacetilacion (GDA) diferentes (70% y 90%) frente a trolox (Tr), antioxidante de referencia. Los
resultados obtenidos, expresados como Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC),
mostraron una importante actividad antioxidante del Ch frente a las EROS en estudio. A su vez, se
pudo observar que el grado de deacetilacion afecta dicha capacidad.

1. INTRODUCCION

La formacion de radicales libres de oxigeno es una consecuencia inevitable en organismos
aerobicos, con ellos se desencadenan una serie de reacciones dificiles de controlar que pueden
derivar en enfermedades cardiovasculares, diabetes, entre otras.

La aplicacién del Ch en la industria de los alimentos y la medicina ha demostrado numerosos
beneficios, mejorando los efectos protectores contra infecciones asociadas a patdégenos,
presentando actividad antifangica y antimicrobiana, jugando un rol importante en enfermedades
como la artritis, el Alzheimer, el cancer y las Ulceras gastricas (Je y col., 2004).

El uso de este polisacarido como antioxidante esta en creciente investigacion, ya que es el
segundo mas abundante en la tierra después de la celulosa y no presenta toxicidad alguna.

1.1. Estructura Quimica del Quitosano
Como se ha mencionado anteriormente, el Ch constituye un derivado de la quitina, obtenido

por deacetilacion alcalina de la misma. Las estructuras quimicas de ambos compuestos se
muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Quitina 100% acetilada (A). Quitosano (B).

La solubilidad de la quitina y sus derivados guarda una relacion directa con la cantidad y la
organizacion de los grupos acetamido (-NH-CO-CHgj;), ya que los hidrogenos de los grupos
hidroxilo (-OH) establecen puentes con el oxigeno de su grupo carbonilo, otorgando a la molécula
una estructura semi-cristalina. La ubicacion de estos grupos en la cadena da lugar a distintas
variedades polimorficas (a, B y y), la forma B presenta las cadenas alineadas en paralelo,
estableciendo un mayor orden molecular y facilitando su manipulacién (Pillai y col., 2009).

La solubilidad del Ch en medios acuosos es uno de los factores limitantes para su utilizacion,
el GDA y el peso molecular son caracteristicas muy importantes para mejorar dicho factor; se
precisan condiciones acidas para protonar los grupos (-NH,) y otorgarle la posibilidad de formar
puentes hidrégeno con el agua, logrando que se encuentre en solucién; por esta razon, en
determinadas circunstancias, se requiere de aplicar una hidrolisis enzimatica o acida como
tratamiento previo a su agregado, ya que no todas las matrices son capaces de albergarlo en
condiciones apropiadas de pH.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Reactivos

Los Ch de GDA 70% y 90%, Tr, clorhidrato de nitroazul de tetrazolio (NBT) y 2-Desoxi-D-
ribosa fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (MO). Mientras que FeCl;, H,O,, KH,PO, &cido
ascorbico, acido tricloroacético (TCA) y clorhidrato de hidroxilamina, todos ellos de grado analitico,
se obtuvieron de Biopack (Buenos Aires, Argentina). Los acidos tiobarbitirico (TBA) y
etilendiaminotetraacético (EDTA), fueron provistos por Merck.

Las soluciones acuosas se prepararon con agua bidestilada.

2.2. Desactivacion del radical hidroxilo ("(OH): Método de la Desoxirribosa

El radical hidroxilo ((OH) se gener6é por la reaccion de Fenton (Ec. 1) dando lugar a la
formacion de malonaldehido (MAD) por oxidacién de la 2-Desoxi-D-ribosa (Ec. 2). EI MAD en
presencia de TBA forma un aducto (Anax: 532 nm) cuya inhibicién se tradujo a comportamiento
antioxidante de Ch (Ec. 3-4).



Fe2+ + H202 Ac.Ascérbico Fe3+ + .OH + OH (1)

H(CO)(CH,)(CHOH),H + ‘OH—— CH, (CHO), )
Ch+ *OH——Productos 3)
CH, (CHO), + C,H,N,0,S ——>CH, (CHO), -C,H,N,0,S (%,,,532 nm) (4)

Procedimiento
En tubos de vidrio se colocé el volumen pertinente de cada reactivo en el orden establecido
en la Tabla 1, expuesta a continuacion. Una vez realizado el ensayo se midi6 la absorbancia a una

longitud de onda de 532 nm.

Tabla 1. Procedimiento radical hidroxilo (OH)

Reactivo Conc(?:'%auon Volumen (uL)
Buffer Fosfato pH 7,4 50 400
2-Desoxi-D-ribosa 10 560
H>0, 100 50
FeCl; 1 50
EDTA 5 40
Agua Bidestilada/ Solucién AOX. - 860
Acido Ascorbico 5 40
1 horaa37°C
20 minutos en bafio de agua hirviente
Acido TBA 1% 1000
Acido TCA 2,8% 1000

El % de desactivacion (%D) del radical hidroxilo (OH) fue calculado de acuerdo a la Ec. 5,
%D = % x100 (5)

Donde A es el valor de absorbancia a la longitud de onda de cada experimento obtenida para
la solucién control sin Ch o el compuesto de referencia Tr, y A, es el valor de absorbancia en
presencia de estos compuestos.

2.3. Desactivacion del anién superéxido (0,7)
El anién superdxido (O,7) fue generado por la autooxidacion del clorhidrato de hidroxilamina

(Ec. 6), el estudio se basé en la inhibicion de la formacion de monoformazan (MF") (Anax. 560 nm)
por reduccién del azul de nitrotetrazolium (NBT?") (Ec. 7-9).

HONH,HCl + O,—S3 5 NO™ + O + HCl (6)
NBT? + O, —— NBT™ + O, (7)
Ch + O, —— Productos (8)

2NBT"™ + H,0 ——> MF'" (&, 560 nm)+ NBT> + OH (9)



Procedimiento

En tubos de vidrio se colocé el volumen pertinente de cada reactivo en el orden establecido
en la Tabla 2, expuesta a continuacion. Una vez realizado el ensayo se midi6 la absorbancia a una

longitud de onda de 560 nm.

Tabla 2. Procedimiento anién superéxido (O, )

Reactivo Concentracion Volumen (uL

(mM) olumen (uL)
Buffer Fosfato pH 8 50 500
NBT 1 360
EDTA 1 300
Agua Bidestilada/ Solucién AOX. - 400
Clorhidrato de Hidroxilamina 6 500

1 horaa37°C

El % de desactivacion (%D) del anién superéxido (O, ) fue calculado de acuerdo a la Ec. 5.

3. RESULTADOS

3.1. Radical Hidroxilo ("OH)

La Figura 2 muestra el % D del radical ‘OH por los Ch con GDA 70% y 90% y por Tr. En la
misma se observa que Ch con GDA 90% presenta una mayor eficiencia de desactivacion en todo
el rango de concentraciones analizado.
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Figura 2. % Desactivacion del radical hidroxilo (OH).

La actividad antioxidante de cada compuesto se expresa como la Capacidad Antioxidante
Equivalente a Trolox (TEAC) a partir de las pendientes iniciales del grafico de % de desactivacion
(Figura 2), la misma fue calculada segun la Ec. 10,



TEAC =T (10)
mO

Donde my corresponde la pendiente inicial de la curva de Ch y mgala pendiente inicial de la
curva de Tr.

Los valores de TEAC se presentan en la Tabla 3. Observandose que Ch con GDA 90%
presenta una capacidad antioxidante cuatro veces mayor que la del antioxidante de referencia Tr.

Mientras que Ch con GDA 70% presenté una actividad antioxidante frente a ‘OH equivalente al
60% de la presentada por Tr.

Tabla 3. TEAC para Ch con GDA 70% y 90%

ch TEAC

"OH 0,~
70% GDA 0,65 0,50
90%GDA 3,63 0,44

3.2. Anién Superdéxido (0;7)

El % D del anién (O, ") por los Ch con GDA 70% y 90% y por Tr se presenta en la Figura 3.
En la misma se observa que la reactividad frente a O, ~ es fuertemente dependiente de la
concentracion de Ch siendo mayor a concentraciones superiores.
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Figura 3. % Desactivacion del anion superoxido (O, ).

Como en el caso del 'OH la capacidad antioxidante de los compuestos estudiados fue
expresada por el valor de TEAC (Tabla 3), calculados a partir de las pendientes iniciales de las
curvas mostradas en la Figura 3 de acuerdo a la Ec. 10.

Se observa que por debajo de 1,5 uM, la actividad antioxidante de ambos Ch es inferior a la
del Tr. Mientras que por encima de esta concentracion, el %D de ambos Ch supera al del Tr,
siendo mayor el del Ch con un 70% de deacetilacion.



4. Conclusiones

Segun Kim y Thomas (2007) la presencia de los grupos —NH, esta intrinsecamente ligada a la
actividad antioxidante del Ch, la disponibilidad de un par de electrones libres en este grupo
funcional da lugar a la captacién de protones H* desde el medio, los mismos posteriormente seran
cedidos a los radicales libres que forman parte de la cadena de reacciones que constituyen la
degradacion oxidativa, formando moléculas mas estables y evitando la concrecion de dicho
fendmeno. En el Ch de elevado peso molecular, la actividad antioxidante se relaciona, de manera
mas representativa, a un efecto quelante de metales pro-oxidantes. De este modo, puede
considerarse que el Ch puede actuar como antioxidante tipo | y tipo Il, respectivamente.

Se puede concluir que para la desactivacion del radical hidroxilo (OH) el grado de
deacetilacion de la molécula de Ch juega un rol protagonista, desactivando en mayor proporcion
aquél que se encuentra con una mayor disponibilidad de grupos —NH, (Ch con un 90% de
deacetilacion).

En el caso del anién superéxido (O, ), los resultados presentan una mayor complejidad. Segun
los valores de TEAC a los que se arribd, la capacidad antioxidante de cada Ch, por debajo de una
concentracion de 1,5 uM, no presenta diferencia notable y muestran, ambos, una capacidad
antioxidante inferior a la del Tr. Por encima de dicha concentracién, ambos Ch desactivan mas
que el antioxidante de referencia, pero el Ch con un 70% de deacetilacién presenta un %D mayor
para todas las restantes concentraciones. Se concluye para este caso, que aquello que marca una
exclusiva importancia en la desactivacion del anién superéxido (O, ") es la concentracion en la
gue se encuentre el antioxidante en estudio.
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