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Resumen

El rapido aumento de las concentraciones de diéxido de carbono (CO2) en la
atmosfera es una de las probleméticas actuales mas preocupantes, que no solo
afecta reacciones de tipo ambientales, si no también, adaptativas para los
organismos aerobios. Esto es debido a que, la hidratacion/deshidratacion de COz2
es una reaccion fisioldgica crucial para la supervivencia de estos organismos.
Este proceso esta conectado con numerosas vias metabodlicas, como los
procesos biosintéticos, que requieren COz y/o bicarbonato, como también las vias
bioguimicas que incluyen la homeostasis del pH, la secrecién de electrolitos, entre

otros.

Debido a la gran participacion del CO2 en reacciones intracelulares, se espera
gue cambios en las concentraciones atmosféricas afecten de una u otra manera
las concentraciones de COz2 intracelulares, afectando las reacciones de equilibrio
oxidativo, que resultan ser importantes, por ejemplo, para la accidon de algunos
antibidticos (ATB). En los ultimos afios, se ha demostrado que diferentes ATB
estimulan la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), lo cual conduce a
una perturbacion en la célula u organismo del balance prooxidante-antioxidante a

favor del primero, y este proceso se conoce como estrés oxidativo.

En base a estos conceptos, se plante6 estudiar la influencia de dos
concentraciones de CO2: 50 y 50.000 ppm, sobre la accién de un antibiético como
Ciprofloxacina (CIP) sobre Escherichia coli. La CIP es un ATB conocido por
interferir con la replicacion y transcripcion del acido desoxirribonucleico (ADN)
bacteriano mediante la inhibicién de la ADN-girasa, esto conduce eventualmente
a la formacion de complejos de fluoroquinolona-enzima-ADN y, promueve la
formacion de ERO conllevando a la muerte celular bacteriana. Este trabajo de
tesis doctoral se llevo acabo con el propésito de contribuir al conocimiento de las
implicancias que pudiese generar el aumento en las concentraciones de CO:2

atmosférico en la salud humana.
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Para alcanzar este objetivo fue necesario el uso de diferentes técnicas. En
primer lugar, se realizé una curva de muerte con dos concentraciones de CIP (0,5
y 50 pg/mL) y se estudié su efecto bactericida sobre E. coli, tanto en condiciones
atmosféricas (CA) como de CO2. Se demostré6 que ambas concentraciones de
COz2, disminuyen la accion de CIP, aun a altas concentraciones del ATB en un

tiempo total de 8 horas.

Demostrada la implicancia que tuvo el CO:2 en la accion de CIP sobre E. coli,
se procedio a estudiar el mecanismo secundario que induce la muerte celular de
CIP (estrés oxidativo). Evaluando la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) y de nitrégeno (ERN). Ademas, se estudio algunas vias de formacion de
dichas especies, empleando secuestrantes como el Tiron, 2,2'-dipiridil y Carboxi
PTIO. También se estudié los marcadores de dafio oxidativos y sistema de

defensa antioxidante.

Estos ensayos permitieron demostrar que el estrés oxidativo generado por
CIP se modifica en presencia de CO2, disminuyendo la formacion de ERO,
aumentando la participacion de oOxido nitrico y glutation (GSH). Se determinaron
los dafios generados en macromoléculas, observando que la oxidacion de lipidos
y proteinas fue mayor en presencia de COz2, con respecto a las CA. Esto se puede
deber a que el CO:2 difunde facilmente a través de la membrana, y posteriormente
genera una rapida acidificacion del pH interno de la célula bacteriana,

produciendo finalmente cambios directos a estas macromoléculas.

Al cuantificar la oxidacion del ADN en atmosferas modificadas de COz2, se
pudo confirmar que ninguna de las concentraciones de CIP estudiadas genero
oxidacion al ADN, y esto se puedo deber a la acidificacién del medio intracelular
producto de la accion de CO2, el cual genera una deprotonacion de CIP,
bloqueando el sitio de unién CIP-ADN-girasa, conllevando a la inhibicion de la
accion del antibiético, disminuyendo su efecto y permitiendo a la bacteria replicar

su material genético.

Cabe destacar que la disminucién de la actividad de CIP frente a E. coli, fue

dependiente tanto de la concentracion de CIP, como de COz. Por lo tanto, el COz2
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podria llegar a ser un factor importante a tener en cuenta en el mecanismo de

accion y resistencia de antimicrobianos.
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Abstract

The rapid increase of carbon dioxide (CO2) concentration in the atmosphere
is one of the most alarming problems today, which not only affects environmental
reactions but also the adaptations of aerobic organisms. The
hydration/dehydration of COz2 is a crucial physiological reaction for the survival of
these organisms. This process relates to numerous metabolic pathways, such as
biosynthetic processes, which require CO2 and/or bicarbonate, as well as,
biochemical pathways that include pH homeostasis, electrolyte secretion, among

others.

Due to the large participation of COz2 in intracellular reactions, it is expected
that changes in atmospheric concentrations impact the intracellular CO:2
concentrations in one way or another, affecting the oxidative equilibrium reactions,
which are important, for example, for some antibiotics (ATB) action. In recent
years, it has been shown that different ATBs stimulate the formation of reactive
oxygen species (ROS), which leads to disturbance in the cell or organism of the
prooxidant-antioxidant balance in favor of the first one, and this process is known

as oxidative stress.

Based on these concepts, it was proposed to study the influence of two CO2
concentrations: 50 and 50,000 ppm, on the action of an antibiotic such as
ciprofloxacin (CIP) on Escherichia coli. CIP is an ATB known to interfere with the
replication and transcription of bacterial deoxyribonucleic acid (DNA) by inhibiting
DNA gyrase, this eventually leads to the formation of fluoroquinolone-enzyme-
DNA complexes and promotes ROS formation leading to bacterial cell death. This
doctoral thesis work was carried out with the purpose of contributing to the
knowledge of the implications that could be generated by the increase in

atmospheric CO2 concentrations in human health.

To achieve this goal, it necessarily used different techniques. First, a death
curve was performed with two CIP concentrations (0.5 and 50 pg/mL) and its

bactericidal effect was studied on E. coli, both under atmospheric (CA) and COz
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conditions. It was demonstrated that both CO2 concentrations decrease the action

of CIP, even at ATB high concentrations in a total time of 8 hours.

Due to the implication that CO2 had in the action of CIP on E. coli, it was
proceeded to study the secondary mechanism that induces the cell death of CIP
(oxidative stress) evaluating the formation of reactive oxygen (ROS) and nitrogen
(RNI) species. In addition, we have studied some ways of forming these species,
using sequestrants such as Tiron, 2,2'-dipyridil and Carboxy PTIO and markers of

oxidative damage and antioxidant defense system have also been studied.

These tests allowed to demonstrate that the oxidative stress generated by
CIP is modified in the presence of CO2, decreases the formation of ROS,
increases the participation of nitric oxide and glutathione (GSH). The damage
generated in macromolecules was determined, observing that the oxidation of
lipids and proteins were greater in the presence of COz, with respect to CA. This is
because CO: diffuses easily through the membrane, and then generates rapid
acidification of the internal pH of the bacterial cell, eventually producing direct

changes to these macromolecules.

When the DNA oxidation in modified CO2 atmospheres is quantified, it was
possible to confirm that none of the CIP concentrations studied generate oxidation
to DNA. This may be due to the acidification of the intracellular medium produced
by the action of COz2, which generates a CIP deprotonation, blocking the CIP-DNA
gyrase binding site, leading to the inhibition of the antibiotic action, decreasing its

effect and allowing the bacteria to replicate their genetic material.

It should be noted that the decrease in CIP activity against E. coli was
dependent on both CIP and CO2 concentration. Therefore, CO2 could become an
important factor to be taken into account in the action mechanism and resistance

of antimicrobials.



ABREVIATURAS

8-OHdG 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina

ADN acido desoxirribonucleico

LB Luria-Bertani

ANS 1-anilino-8-naftaleno sulfonato
AOPP productos proteicos de oxidacién avanzada
ATB Antibiotico

ATCC American Type Culture Collection
ATS agar tripteina soya

AXO sistemas de defensa antioxidantes
CA condiciones atmosféricas

CAT Catalasa

CH;COOH acido acético

CIP Ciprofloxacina

CO; diéxido de carbono

CO; 2 ion carbonato

COs ™ radical anién carbonato

CPTIO carboxi-PTIO

DMSO Dimetilsulféxido

DTNB acido 5,5'ditiobis-2-nitrobenzoico
ERN especies reactivas del nitrogeno
ERO especies reactivas del oxigeno
FRAP poder reductor del hierro total
GSH glutatiéon reducido

GPx glutatién peroxidasa

GR glutation reductasa

GSSG glutatién oxidado

HCO3;™ Bicarbonato

H.CO3 acido carbonico

HCO4 ibn peroximonocarbonato
H,-DCFDA 2, 7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato

HPLC cromatografia liquida de alta eficacia



H20:

KoMnO,
MDA
NaNO;
NBT
NEDD
NOAA
NO,~
NO;
N2Os

02

102
0Oy~
HO

NO
ONOO ~
ONOOH
PBS
ROO
RL
SOD
TBA
TPTZ
Trx
UFC
WMO

peréxido de hidrégeno
ioduro de potasio
dicromato de potasio
Malondialdehido

nitrato de sodio

azul de nitrotetrazolio
N-(1-naftil) etilendiamina
National Oceanic and Atmospheric Administration
Nitrito

diéxido de nitrégeno
trioxido de dinitrogeno
oxigeno molecular
oxigeno singlete

radical anion superoxido
radical hidroxilo

oxido nitrico

anion peroxinitrito

acido peroxinitroso

buffer fosfato salino
radical peroxilo

radicales libres
superoxido dismutasa
acido tiobarbitdrico
2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina
Tiorredoxina

unidades formadoras de colonias

World Meteorological Organization



Capitulo]

Introduccidn

En este capitulo se abordan las probleméticas sobre las
emisiones del CO, y como éstas, no solo generan cambios
en reacciones ambientales, sino también, como pueden
llegar a afectar reacciones intracelulares en organismos

aerobios.
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1.1 IMPORTANCIAS DE LAS EMISIONES DE CO2

Los niveles de diéxido de carbono (COz2) se han convertido en un importante
tema de estudio para la comunidad cientifica a nivel mundial debido a su
contribucion al efecto invernadero, por ser uno de los productos mayoritarios y
con tiempos de vida prolongados en los procesos de degradacion atmosférical?.
El crecimiento de la poblacién, las practicas agricolas intensificadas, la
deforestacion, la industrializacion y el uso de combustibles fosiles como fuente de
energia, han contribuido al aumento de las concentraciones de los gases de

efecto invernadero desde los comienzo de era industrial, en 17502,

Desde 1990, ha habido un aumento del 40% en el calentamiento global del
planeta debido a todos los gases de efecto invernadero de larga duracion, y un
aumento del 2,5% desde 2015 hasta 2016, segun cifras del US National Oceanic
and Atmospheric Administration (NOAA)*®,

En el afo 2016, las concentraciones de COz2 tuvieron un aumento alarmante,
llegando al nivel mas alto en 800.000 afios segun estimaciones de World
Meteorological Organization (WMO). Este aumento alcanz6 una concentracion de
403,3 ppm, gracias a una combinacién de fuentes antropogénicas y naturales (un
fuerte episodio del fenémeno EI Nifio)®. El Nifio es un patrén climatico que implica
cambios en la temperatura de las aguas en la parte central y oriental del océano
Pacifico tropical. En intervalos de tiempo muy irregulares que pueden ir desde un
a siete afios, las aguas superficiales de una gran franja de este océano se
calientan o enfrian entre 1 y 3 °C, en comparacion a la temperatura normal (-1.4 y
30 °C). Este calentamiento y enfriamiento oscilante afecta directamente a la
distribucion de las precipitaciones en esta region y puede tener una fuerte

influencia sobre el clima en los otras partes del mundo’®.

El afio 2017 fue el mas calido registrado sin un evento del fenémeno El Nifio®
y las cifras promedio mundiales de las emisiones de los gases del efecto
invernadero no estaran disponibles si no, hasta finales del 2018'°. Ademas, La

WMO vy el Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC), argumentaron en

13
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el informe especial sobre escenarios de emision, que para el afio 2100 las
proyecciones climaticas méas desfavorables predicen un aumento de las

concentraciones de CO2 de 1.000 ppm?!,

Segun Climate Transparency, Argentina se ubica en la posicion 28 en una
lista de 220 paises que mas contribuyen a la contaminacién atmosférica, con un
aporte percapita equivalente a 4.15E2 ppm de CO:2 en el afio 2017, y se
pronostica para el 2030 una liberacion de CO2 seria de 6x102 ppm 2. El dltimo
reporte disponible de las emisiones de CO:2 en equilibrio (cantidad de CO:
liberado y degradado en los procesos naturales) es del afio 2014, y fue realizado
por Puliafito et al. donde reporta que Argentina, contribuia con 1.85E2 ppm al afio
de COz2, y los sectores de la energia (incluido el transporte) y la agricultura son los

que mas contribuyen en estas emisiones?3.

La gravedad del dafio causado por el hombre en el cambio climatico no solo
depende de la magnitud del cambio, sino también del potencial de irreversibilidad.
Se ha demostrado que los cambios climaticos causados por el aumento de las
concentraciones CO2 son en gran medida irreversibles, y aunque hubiese un cese
de las emisiones, la eliminacion del CO2 atmosférico reduciria el calentamiento
global, pero se compensaria en gran medida con una menor pérdida de calor en
el océano, de modo que las temperaturas atmosféricas no disminuirian
significativamente durante al menos 1.000 aflos. Si las concentraciones
atmosféricas de CO2 aumentan desde los niveles actuales hasta 450 - 600 ppm
durante el préximo siglo, deberian esperarse entre los impactos: un futuro mas
cdélido, con mas extremos climaticos, perdidas de fuentes hidricas, aumento del
nivel del mar, acidificacion y el calor de los océanos, el deshielo de los glaciales,

entre otros®*.

Las consecuencias del aumento del COz2, no solo tiene implicancias a nivel
atmosférico y climatico; si no también, a nivel biolégico en organismos aerobios
en el proceso de respiracion, la cual estd constituida por dos procesos:
respiracion externa, que es la absorcion de oxigeno molecular (0O2) y eliminacion

de CO:2 del organismo como un todo; y la respiracion interna, la cual se refiere a la

14
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utilizacion de Oz y produccion de COz en las células, asi como los intercambios

gaseosos entre las células y su medio liquido intracelulart®.

La concentracion de CO: interna en el cuerpo humano es de
aproximadamente 50.000 ppm (5%)'€. En reposo, el ser humano normal respira
de 12 a 15 veces por minuto, en este proceso se inspiran y espiran cerca de 500
mL de aire en cada respiracion, o de 6 a 8 L/min. En este aire inspirado se
encuentran trazas de otros gases en los que se incluye el CO2, los cuales
ingresan al sistema respiratorio, donde se mezclan con el gas presente en los
alvéolos y, por difusion simple, el Oz entra en la sangre de los capilares
pulmonares, mientras el COz ingresa a los alvéolos. De esta manera, 250 mL de

O2 entran en el organismo cada minuto y se excretan 200 mL de CO2Y’.

En el ser humano, el CO2 que difunde a los eritrocitos se hidrata con rapidez
para formar acido carbénico (H2COs) por la presencia de anhidrasa carbonica.
Este acido se disocia en hidrogeniones y bicarbonato (HCO3s) y el hidrogenién se
amortigua, sobre todo por la accién de la hemoglobina, mientras el HCOs ingresa
al plasma (Figura 1)'8. Por otra parte, se debe tener en cuenta que el CO2
también es el subproducto mayoritario del metabolismo celular y ademas el
principal sistema buffer de pH fisioldgico en organismos eucariotas!®. Es sabido
gue el CO2 metabdlico debe estar en equilibrio con el CO:2 proveniente de la
atmosfera, por lo tanto, al haber un aumento en las concentraciones atmosféricas
de COz2, se podria generar un desbalance en el proceso respiratorio anteriormente
nombrado (Figura 1)?°?!, Se debe tener en cuenta que este desequilibrio
favoreceria la produccion del radical anion carbonato (CO3s" "), el cual se produce
por oxidacién de un electron de i6n carbonato (CO3z?) o HCOs con el radical
hidroxilo (HO").

15
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o W

I

Metabolismo —s CO,d <25 CO, + H,0

H,CO,

HO* ! /
| O HCO,

Figura 1. Reacciones de equilibrio entre el CO, atmosférico e intracelular

El HO® en si mismo oxida estos aniones por reacciones cuyas constantes de
velocidad (R1 y R2)?? son bajas en comparacién con la mayoria de las reacciones
de biomoléculas (k 10° M* s?!) y de oxidacién de NO2~ (R3)?3

. B . _ 6 -1 -1 (Rl)
HO +HCO3 — H20+CO3 k=8,5x10 M .s

HO'+CO.~ HO +CO.~ k=30x10M.s  (R2)
s 3 o :

) B ~ B 0 1 1 (R3)
HO'+NO,” —> NO,+ OH k=10x10 M .s

16
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De hecho, aunque tiene un potencial oxidante menor que el HO’, estudios in
vitro han demostrado que el COs" ~ oxida de forma rapida y mas especifica
residuos de guanina en el ADN, asi como residuos de aminoacidos como
triptéfano, cisteina, tirosina, metionina e histidina?*?°. Finalmente, Liochev vy
Fridovich en 2004 demostraron in vitro que el CO2 se convierte en COs" ™ por la
actividad peroxidasa de Cu, Zn- superoxido dismutasa (SOD)?%. Las constantes
de velocidad de segundo orden de las reacciones de COs" = con moléculas

biolégicas son bien conocidas y tienen relevancia biologica (106-10°M™ .s™1)27,

Por otra parte, el peroxido de hidrogeno (H202) podria reaccionar
directamente con el CO:2 disuelto para generar ién peroximonocarbonato (HCOa,
R4), otro oxidante fuerte (EHCO4/HCOz=1,8 V)%, In vitro, se ha demostrado que
HCO4™ puede oxidar metionina y sulfuros o una amina terciaria mas rapidamente
(100 - 400 veces) que H202%2°,

CO2@q)+ H2 02 —>HCO4 +H" K=0,33 (R4)

Si bien los niveles de CO2 atmosférico estdn aumentando rapidamente, estos
siguen siendo aun bajos, comparo con los niveles de CO2 en organismos aerobios
(50.000 ppm, 5%), pero estudios han demuestran que un gran aumento en la
concentracion de CO:2 atmosférico (1-10%) afecta reacciones bioquimicas a nivel
celular que conducen a un incremento en el estrés oxidativo intracelular en
neutréfilos humanos®, inflamacion pulmonar en el raton®' y aumento de la
virulencia de diferentes patogenos bacterianos®?33. Comprobando que, al
aumentar las concentraciones atmosféricas, el equilibrio anteriormente nombrado
se modifica, generando cambios que podrian llegar a ser desfavorables para la

salud humana.

Por lo tanto, surge como pregunta ¢Qué sucederia con patologias donde el
desequilibrio hidroelectrolitico, perturbacién del pH o eliminacion del CO:2 fuese
crucial? Como por ejemplo la hipercapnia; esta enfermedad surge por la falta de
ventilacion pulmonar, en la que la insuficiencia respiratoria, y el esfuerzo por

controlarla, hace que se inhale mucho CO:2 el cual no se logra evacuar,

17
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generando una retencién de COz2, provocando una acidificacion respiratoria, la
cual termina deteriorando la salud de quien la padece®*3°. Estudios recientes han
identificado la hipercapnia como un factor de riesgo independiente de mortalidad
en pacientes hospitalizados con neumonia® y pacientes con fibrosis quistica en
espera de trasplante de pulmén®’. A pesar de conocer esta informacion,
generalmente se ha visto la hipercapnia Unicamente como un marcador de
enfermedad avanzada, sin considerar la posibilidad de una relaciéon causal entre
el aumento de CO2 atmosféricos y los resultados clinicos adversos, en infecciones

respiratorias o fibrosis quistica.

Las infecciones respiratorias son la principal causa de morbilidad y mortalidad
en pacientes con fibrosis quistica®®. Pseudomonas aeruginosa sigue siendo el
principal agente patoégeno involucrado en estos procesos infecciosos®®. Estudios
recientes demostraron que tanto bacterias gramnegativas y grampositivas, tienen
en su genoma bacteriano la capacidad de codificar anhidrasa carbdnica
pertenecientes a las clases a, B, y y capaces de asegurar la supervivencia y/o
satisfacer las necesidades metabdlicas de las bacterias, en presencia de altas
concentraciones de COz2, esto fue demostrado mediante experimentos in vivo e in
vitro*®41, Por lo tanto, una mejor comprension de la adaptacion bacteriana y la
supervivencia en ambientes con alta concentracion de CO:2 es de gran

importancia para el desarrollo de futuras terapias antimicrobianas.

1.2 CONCEPTO DE ESTRES OXIDATIVO

Las células vivas de organismos aerobios utilizan Oz para la respiracion u
oxidacion de nutrientes para obtener energia, en este proceso se generan mas
del 90% de los subproductos reactivos del oxigeno, conocidos como especies
reactivas de oxigeno (ERO)*.

Estas ERO son, en su mayoria, radicales libres (RL), que tienen al menos un
electron desapareado en su Orbita mas externa, confiriéndoles una gran

reactividad quimica oxidante, capaz de reaccionar con macromoléculas biolégicas
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como ADN, lipidos y proteinas con el fin de estabilizarse, generando dafios en la
célula. El anién radical anion superdxido (02 ), H202 y HO", son las ERO
mayoritarias en los sistemas biologicos**#*. Asimismo, existen también RL
nitrogenados o especies reactivas del nitrogeno (ERN), como el éxido nitrico
(NO), ONOO™ y triéxido de dinitrégeno (N203)*°.

Para proteger a las células del dafio oxidativo de estos radicales, los
organismos han desarrollado varios mecanismos de defensa para eliminarlos de
forma rapida y eficientemente del entorno intracelular. Cuando el equilibrio entre
las ERO vy los sistemas de defensa antioxidantes (AXO) esta desequilibrado en
favor de los oxidantes, se genera la condicibn que se conoce como estrés

oxidativo (Figura 2)*.

)4

: Equilibrio
& ERO = AXO

ERO

Estrés oxidativo
Exceso ERO

Figura 2. Equilibrio entre ERO y AXO

El estrés oxidativo también puede ser estimulado por causas exdgenas como
la exposicion a radiaciones, luz, metales, farmacos, etc*®. Asimismo, en los
tltimos afios se han descripto algunos antibiéticos (ATB) como estimulantes de

estrés oxidativo, ya que al incrementar la concentracién de estos, se produce un
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consumo mayor de Oz, lo cual conlleva a un incremento en la produccion de
ERO.¥

Ciprofloxacina (CIP) es un ATB de la familia de las fluoroquinolonas, de
amplio espectro muy empleado para el tratamiento de infecciones urinarias,
diarreas bacterianas e infecciones de la prostata. Es conocida por interferir con la
replicacion y transcripcion del é&cido desoxirribonucleico (ADN) bacteriano
mediante la inhibicion de la ADN-girasa/topoisomerasa Il y la topoisomerasa IV
del ADN*. Esto conduce eventualmente a la formacion de complejos de
quinolona-enzima-ADN vy, por lo tanto, la generacibn de ERO como el oxigeno
singlete (*O2) y 02", y la posterior muerte celular. Ademés, varios efectos
secundarios de la CIP, incluida la fototoxicidad y las tendinopatias, se
correlacionaron con la generacibn de ERO en Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y P. aeruginosa®’#°>2, A esto se suma el hecho de que la
estimulaciéon de ERO es inmediata, acompafiando al mecanismo primario de
accion del ATB. Por lo tanto, la sobre estimulacion de ERO puede estar

acompafiando al mecanismo primario de accion de CIP>34,

1.2.1 RADICALES LIBRES

1.2.1.1 Radical anién superoéxido

El O2" se forma a partir del O2 mediante la adicién de un electron. A pesar de
ser un RL, no es altamente reactivo, carece de la capacidad de penetrar las
membranas lipidicas y, por lo tanto, esta limitado al compartimento donde se
produjo. La formacion de O2" ocurre espontaneamente en ambientes aerobios y
en reacciones no enzimaticas del Oz con la cisteina o la riboflavina, o bien se
produce en la cadena respiratoria (R5). Su potencial toxicidad radica en la
capacidad para formar H202 y O2 siendo esta reaccion catalizada por la enzima
SOD.

H*+02+2¢ —> HO» —> O +H* (R5)
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1.2.1.2 Peroxido de hidrégeno

El H202 no es un RL, pero es considerado como tal, debido a su capacidad
para penetrar membranas biolégicas. Ademas, es intermediario en la produccion
de ERO mas reactivas, como HO" a través de la oxidacion de metales de
transicion. En los medios biolégicos es formado tras la reduccion directa del Oz

por dos electrones (R6) y por dismutacién del O2" (R7).

Oz + 26" +2H" ——> H.0» (R6)

202" + 2H* —— > H202+ 02 (R7)

Una vez producido, el H202 es eliminado por al menos tres sistemas de
enzimas antioxidantes; catalasas (CAT), glutation peroxidasas (GPx) vy

peroxirredoxinas®®.

1.2.1.3 Radical hidroxilo

El HO® es la ERO mas oxidante para los sistemas biolégicos. Se forma a partir
de H202 en una reaccion catalizada por iones metalicos (Fe*> o Cu*), que suelen
estar unidos a complejos con diferentes proteinas u otras moléculas, esta

reaccion es conocida como la reaccion de Fenton®’ (R8).

H202 + Cu*/Fe*? —> HO" + HO™ + Cu*?/Fe*®  (R8)

El O2" también juega un papel importante en la produccién de HO®, por medio

de la reaccion de Haber-Weiss®® reciclando los iones metélicos (R9).

Cu*¥Fe® + 0~ ——> Cu'/Fe*?+ 0O» (R9)
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Por lo tanto, los metales de transicion desempefian un papel importante en la
formacion de HO® al ser liberados a partir de proteinas como la ferredoxinas y el

centro [4Fe-4S] mediante las reacciones con 02" %°.

1.2.1.4 Oxigeno singlete

El 102 es la forma excitada del Oz, puede formarse a través de oxidacion de la
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) en microsomas, en la
actividad de varias enzimas como la xantina oxidasa, la lactoperoxidasa y

lipooxigenasa, entre otras®.

En un interesante estudio in vivo, se ha encontrado que un fotosensibilizador
en bacterias puede generar 'Oz al exponerse a la luz, lo que conduce a la

oxidacién de proteinas o lipidos y finalmente a la muerte bacteriana®’.

1.2.1.5 Oxido nitrico

El NO es una molécula lipofilica gaseosa, lo cual le confiere la capacidad de
difundir a través de las membranas celulares y a través del citoplasma, es soluble
en agua, pero no reacciona con ella. Se forma enzimaticamente a partir de la
arginina mediante una reaccion catalizada por el 6xido nitrico sintasa (NOS) y
puede iniciar cambios redox o conformacionales convirtiéndolo en un oxidante
fuerte, capaz de reaccionar con acidos nucleicos dando lugar a mutaciones y
roturas del ADN, entre otros fendmenos. Ademas, su tiempo de vida media es de
unos pocos segundos, ya que reacciona rapidamente con diversas moléculas,
especialmente centros de hierro, tioles y O2", generando productos que pueden

almacenar NO o ejercer efectos toxicos®?.
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1.2.1.6 Anidn peroxinitrito

El ONOO ™ se forma a través de la reaccion rapida entre el NO y el O2" (R10).

O2 +NO > ONOO +H* = ONOOH - NO3® (R10)

En soluciones neutras es un potente agente oxidante, capaz de oxidar grupos
tioles, de nitrar residuos de tirosina, oxidar guanosina, degradar carbohidratos,
iniciar peroxidacion lipidica y de fragmentar ADN. La descomposicion de ONOO™
es compleja. El anién es bastante estable en soluciones alcalinas, pero se
descompone rapidamente (tu2 =1 s a pH 7,4, 37 °C) tras la protonacion a acido
peroxinitroso (ONOOH) (pKa 6,8)%. Algunos estudios han argumentado que el
ONOOKH se disocia para generar HO" y didxido de nitrégeno (NO2). Esta hipotesis
se basa en la sensibilidad a los captadores de HO® de ciertas reacciones
inducidas por ONOQ", incluida la formacion de malondialdehido (MDA) a partir de
desoxirribosa y la hidroxilacion en el anillo bencénico de benzoato de sodio,
fenilalanina y tirosina®®. También se ha comprobado que ONOO™ en presencia
de HCOs o0 COg, para formar el anion peroxinitrosocarbonato (ONOOCO:) y los
radicales derivados de la homdlisis de esta especie (NO2y CO3" ) también juegan

un papel en la induccion de dafio oxidativo®®.

1.3 ACCION DE RADICALES LIBRES SOBRE MACROMOLECULAS

Como se mencion6 anteriormente, las ERO son altamente reactivas y tienen
una vida media de segundos, por lo que, su determinacion in vivo e in vitro se
dificulta. Una forma indirecta de estudiar estas especies es monitoreando los
cambios producidos en sus objetivos finales (lipidos, proteinas, carbohidratos y
ADN). Después del ataque de las ERO, se generan modificaciones que tienen
una vida media de horas a semanas, lo que los convierte en marcadores ideales

de estrés oxidativo®’.
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1.3.1 Lipidos

Los acidos grasos poliinsaturados son muy sensibles a los ataques de ERO,
ya que poseen una serie de dobles enlaces, que los convierte en objetivos

excelentes para el HO", hidroperoxilo (HO2) y en algunas ocasiones el 102°8,

La forma en la que actdan los radicales es a través de la extraccion un atomo
de hidrégeno de uno de los carbonos metileno del acido graso poliinsaturado,
formando un radical lipidico. Este reacciona con el Oz y seguido de una serie de
reacciones consecutivas se genera un nuevo radical lipidico y un hidroperéxido
lipidico. El radical lipidico entonces se combina con otra molécula de Oz y

continda la reaccion en cadena, ocasionando la peroxidacion lipidica.

Esto proceso es particularmente relevante cuando afecta los lipidos que
constituyen la membrana bioldgica, ya que se alteran las propiedades como la
fluidez y el potencial de permeabilidad iénica, conduciendo finalmente a la perdida

de la integridad de ésta provocando roturas que liberan el contenido de la célula®.

Los hidroperéxidos formados se descomponen en etano, pentano, aldehidos
reactivos y cetonas. Entre los aldehidos formados se encuentra el MDA y el 4-
hidroxinonenal, estos pueden reaccionar con proteinas y &cidos nucleicos,

produciendo efectos citotoxicos, genotoxicos y mutagénicos’ 2,

1.3.2 Proteinas

Las interacciones de las ERO con las proteinas pueden causar dafios sobre
los enlaces insaturados, los anillos aromaticos y los grupos tiol (-SH) de
aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina y metionina, ocasionando la
fragmentacion de la cadena peptidica, oxidacion de aminoacidos especificos,
perdida de actividad de la proteina por desnaturalizacion y conduciendo a una

mayor susceptibilidad a la protedlisis”.

Los efectos de los RL sobre las proteinas dependerdn no solo de la

localizacion de los aminoacidos que median la conformacién y actividad de la
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proteina sino, también de los grupos tiol presentes en la estructura proteica,
debido a que estos son responsables de la estabilidad, despliegue y degradacion
4 Ademas, las enzimas que tienen metales en o cerca de sus sitios activos son

especialmente mas sensibles a la oxidacion catalizada por metales’.

Una forma de identificar los dafios ocasionados por estas ERO sobre las
proteinas es a través de los productos proteicos de oxidacion avanzada (AOPP),
ya que estos se consideran como una medida del dafio oxidativo en proteinas

altamente oxidadas’®.

1.3.3 Acido desoxirribonucleico

Los RL pueden reaccionar con todos los componentes del ADN, produciendo
muchos tipos de alteraciones, siendo mayoritario el dafio en las bases del ADN

como las purinas y pirimidinas.

El mecanismo consiste en la abstraccion de hidrogeno de la 2-desoxirribosa
qgue conduce a la formacion de radicales de carbono que, en presencia de Oz,
pueden convertirse en radicales peroxilo (ROQO"). Los ROO" a través de diferentes
reacciones, también pueden abstraer &omos de hidrégeno de los restos de
azucar, lo que conduce a rupturas de cadena de ADN. Sin embargo, la via mas
frecuente de rupturas de ADN sucede cuando la extraccién del hidrogeno es
mediada por HO", originando problemas en la compactacion y enrollamiento del
ADN77’78.

Se han desarrollado una serie de ensayos selectivos y sensibles que van
desde métodos enzimaticos, hasta los procedimientos cromatogréficos que
permiten medir los dafios generados al ADN. Uno de estos métodos consiste en
la determinacion de la 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) por cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC). La 8-OHdG, es el efecto mutagénico mas
presentado en la oxidacion de ADN generado por ERO, debido a que esta se
empareja incorrectamente con adenina en vez de hacerlo con citosina,

convirtiéndola en un buen marcador de dafio oxidativo’®.
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1.4 SISTEMAS DE DEFENSAS ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es cualquier sustancia que esta presente en bajas
concentraciones en comparacion con las de un sustrato oxidable y retrasa o evita

significativamente la oxidacion de ese sustrato®®.

Las células de organismos aerobios constantemente estan censando los
niveles de ERO y activan sus mecanismos de defensa para neutralizar y prevenir

los procesos degenerativos asociados a éstas.

Los AXO son la primera linea de defensa contra las ERO metabolizdndolas a
subproductos inocuos y se clasifican en sistemas enzimaticos y no enziméaticos.
Entre los sistemas enzimaticos encontramos la SOD, CAT y enzimas
dependientes de glutation como GPx y glutation reductasa (GR) los cuales son
responsables de la eliminacion de O2" y H202 evitando la formacion de HO". Los
sistemas no enziméticos son antioxidantes de menor peso molecular como
carotenoides, vitaminas E, K y C, aminoacidos, antioxidantes tiol como glutation
reducido (GSH) y tiorredoxinas (Trx), entre otros, y pueden reaccionar con ERO o

servir de sustratos de enzimas defensivas®:.

1.4.1 Antioxidantes enzimaticos

1.4.1.1 Superéxido dismutasa

Esta enzima es la responsable de la primera reaccion enzimatica en la ruta de
reduccion del Oz. La SOD inhibe la produccién de O2" dismutando dos moléculas
de O2" en H202y O2 (R11).

20 +2H —>° S H0.+0; (R11)

Posee metales de transicién (Fe, Mn, Ni o CuZn) en sus sitios activos,

permitiéndole el intercambio rapido de electrones entre los dos O2" .
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Actualmente se conocen cuatro isoformas de SOD: Fe-SOD, Mn-SOD, Ni-
SOD y Cu/Zn-SOD; suelen estar localizadas en el espacio periplasmico o en la

matriz de células procariotas®?.

1.4.1.2 Glutatién Peroxidasa y Reductasa

La peroxidasa mas abundante es GPx, que esta presente tanto en el citosol
como en la mitocondria de células eucariotas. Esta enzima tiene selenio como
metal de transicién en su sitio activo y utiliza GSH como sustrato para transferir
electrones al H20:2 convirtiéndolo asi en dos moléculas de H20 y glutation oxidado
(GSSQG).

GP

2GSH + H202 —— 23 GSSG + 2H20 (R12)
GPx

2GSH + ROOH ——— 5 GSSG + ROH (R13)

La GPx necesita GSH para poder realizar su funcion, oxidandolo a GSSG.
Las células disponen de una via capaz de regenerar este GSH. Esta via es
catalizada por la enzima GR, que es una enzima que se encuentra en el
citoplasma y tiene una coenzima FAD en su sitio activo, la cual consume NADPH

para regenerar el GSH® (R14).

GSSG +NADPH +H* — R S NADP*+2GSH  (R14)
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1.4.1.3 Catalasa

Es la segunda enzima metabolizadora de H202; presenta en su sitio activo una
molécula de i6n férrico y convierte dos moléculas de H202 en dos moléculas de
H20 y O2 (R15) 8.

2H202 L 2H20 + O2 (R15)

La CAT es una de las enzimas més eficaces conocidas, ya que no puede ser
saturada con H202 a ninguna concentracion. Aunque ésta solo es activa a

concentraciones altas de H202%°.

1.4.1.4 Tiorredoxina

Las Trx son proteinas que actian como reductoras de tiol-disulfuro, son
responsables de mantener un entorno reductor celular y, por lo tanto, pueden
regular la actividad de las enzimas. Estan presentes tanto en organismos

eucariotas como procariotas®.

Trx-(SH)2 + proteina-S2 ——> Trx-Sz+ proteina-(SH)2  (R16)

1.4.2 Antioxidantes no enziméticos
1.4.2.1 Glutatién Reducido

El GSH se considera el antioxidante mas potente producido por las células
vivas, debido a que es la fuente mas abundante de tioles no proteicos, este grupo
es el responsable de su actividad biolégica, mientras que el enlace gamma entre
el acido glutamico y la cisteina evita su degradacion por las proteasas. La
concentracion fisiologica de GSH varia de 0,1 a 10 mM aproximadamente en

bacterias®’.
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Debido a sus dos grupos carboxilos, amina y grupo tiol, el GSH es altamente
soluble en soluciones acuosas y en solventes polares. Presenta diversas
funciones importantes, una de ellas es su funcién antioxidante, ya que tiene la
capacidad de reaccionar con O2" , H202, HO® oxidandose y formando disulfuros
mezclados de glutation-proteina, por lo tanto, la capacidad de la célula para
reducir o sintetizar GSH eficientemente es clave para controlar el estrés

oxidativo®8.

1.4.2.2 Vitaminas

Las vitaminas son sustancias inorganicas que ayudan a neutralizar las ERO
en el organismo, el conjunto de vitaminas que contribuye al metabolismo celular
es complejo, pero se destacan por su participan en el equilibrio redox la vitamina
A, vitamina C, vitamina E y el complejo vitamina B. Un ejemplo destacado es la
accién antioxidante de la vitamina E, debido a su capacidad para neutralizar O2" ,
HO" y lipoperoxilo a formas menos reactivas, ademas de ser capaz de romper la
reaccion en cadena de lipoperoxidacion que ocurre en el dafio oxidativo a las

membranas®®.

1.5 SECUESTRANTES DE ERO Y ERN

El término secuestrante se aplica a ciertos productos quimicos o enziméaticos
capaces de detener de forma fisica o quimica la produccion de ERO o ERN,
disminuyendo su actividad, e impidiendo que estos intervengan en los procesos
celulares, facilitando estudiar el aporte de una especie u otra en los mecanismos

de formacion y accion degenerativos asociados a dichas especies.

Algunos de los secuestrantes mas usados son: el Tirbn que es un
secuestrante especifico para O2" , La 2,2'-dipiridil, que es una bipiridina simétrica
que actia como quelante de Fe*?, el cual es indispensable en la reaccion de
Fenton, por lo tanto, es una forma indirecta de inhibir la formacién de HO" y el

carboxi-PTIO (CPTIO) es un secuestrante especifico de NO%-3,
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La Figura 3, representa el proceso de formacion de ERO y sus

transformaciones a través de las defensas antioxidantes tanto enziméaticas como

no enzimaéticas.

Figura 3. Generacion de ERO y ERN, agentes antioxidantes y sitios de accién de
secuestrantes. @ Tirén, @ 2,2'-dipiridil, ® CPTIO, CAT, @GSH.

Debido a lo anteriormente expuesto en este trabajo de tesis doctoral, el
interés radico en estudiar el efecto del CO2 como agente externo, el cual podria
modificar el estrés oxidativo generado por CIP en E. coli, con el fin de contribuir al
entendimiento de las implicancias que puede llegar a tener en el mecanismo de

accion del ATB y en la salud humana.
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Hipotesis

El aumento progresivo de las concentraciones atmosféricas de CO2 puede
reducir la actividad antimicrobiana de CIP en E. coli, ya que modifica los niveles
intracelulares de ERO, disminuyendo el dafo oxidativo generado por CIP en la

célula bacteriana.
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Objetivo general

Contribuir al entendimiento del mecanismo accién de Ciprofloxacina como
generador de dafio oxidativo en E. coli mediante la evaluacion del estrés oxidativo
en atmosferas controladas de COg2, para evaluar su potencial implicancia en la

salud humana.

Objetivos especificos

1. Estudiar la respuesta bacteriana de E. coli al estrés oxidativo generado por

CIP en atmoésferas controladas de COo.

2. Investigar la capacidad de CIP de generar ERO y ERN en E. coli utilizando

inhibidores o0 secuestrantes.

3. Evaluar modificaciones del metabolismo oxidativo bacteriano mediante la
determinacion de marcadores de estrés, tales como oxidacion de ADN, lipidos

y proteinas.
4. Comparar los cambios generados en los sistemas antioxidantes, tanto

enzimaticos como no enzimaticos, en diferentes condiciones de estrés

oxidativo.
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Materiales y métodos

En este capitulo se informa todas las técnicas y
metodologias que fueron empleadas en esta tesis
doctoral, para alcanzar los objetivos especificos

planteados.
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2.1 Modelo experimental

Todos los ensayos presentados en este trabajo de tesis doctoral fueron
realizados en la ciudad de Cdérdoba Argentina, la cual se encuentra a una altitud

de 400 m a nivel del mar, y pose una presion atmosférica de 0,95%.

Se determind el efecto bactericida de CIP en condiciones atmosféricas (CA),
las cuales se refieren a la concentracién de CO2 mundiales 403,3 ppm para el afio
2016°%, ya que no se encontraron datos actuales a nivel pais; como también en
atmosferas controladas de CO2 sobre una cepa de referencia de E. coli ATCC

25922, con el fin de observar modificaciones en el efecto del ATB%%°2,

2.1.1 Preparacion del in6culo

Se utilizé la E. coli proveniente de un cultivo de 18 h en agar tripteina soya
(ATS, Britania). Posteriormente, se realizd un overnight en caldo Luria Bertani
(LB, MP Biomedicals), el cual fue llevado a una estufa de cultivo a 37 °C. Esta
metodologia fue empleada de forma general en los experimentos. Las variaciones

metodoldgicas seran aclaradas en la seccion correspondiente.

2.1.2 Equipo paraincubacién con COz2

Para llevar a cabo los experimentos fue necesario adecuar un agitador orbital
0 reciproco para cultivo (Shaker, FERCA). Se realizaron orificios en la parte
superior del equipo para permitir la instalacion de mangueras de teflén por las
cuales se suministré el CO2. Las mangueras se conectaron a pipetas plasticas
estériles de 1 mL a través de las cuales se suministraba el CO2 al medio de cultivo
(Figura 4).
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Figura 4. Equipo paraincubacién con CO;

2.1.3 Preparacién del medio de reaccion
2.1.3.1 Dioxido de carbono

El diéxido de carbono fue adquirido comercialmente en la empresa de gases
Indura grupo AIR PRODUCTS de Buenos Aires, en proporciones 50 ppm COg,
20% O2, balance (BLCE) N2 8 m%; y 50.000 ppm COz2, 20% Oz, BLCE N2 8 m?.

2.1.3.2 Montaje experimental

Las concentraciones de CIP empleadas en este estudio fueron 0,5 y 50

png/mL.

Se incubaron 250 pL del in6culo inicial descrito en el punto 2.1.1 con 1 mL de
CIP a las concentraciones anteriormente nombradas o buffer fosfato salino (PBS,
0,05 M; pH 7,2) estéril para el control en un volumen final de 25 mL de LB. Las
muestras se llevaron al shaker para incubar con CO:2 a las distintas

concentraciones de estudio (Figuras 5y 6).
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Todas las reacciones fueron realizadas a una temperatura de 37 °C con

agitacion 140 rpm, por el tiempo que el ensayo lo requiriera.

- ./. - ./I p, B ¥

— — -
_ 250ml 250 ml 250 ml
— [\ IR = R\
Control CIP 0,5 pg/mL CIP 50 pg/mL
25 mL caldo LB 25 mL caldo LB 25 mL caldo LB
250 pL overnight 250 pL overnight 250 pL overnight
de E.coli de E coli de E.coli
1mL PBS 1mLATB 1mLATB
Shaker Shaker Shaker

Figura 5. Esquema de incubacién en CA

Control CIP 0,5 pg/mL CIP 50 pug/mL

25 mL caldo LB 25 mL caldo LB 25 mL caldo LB

250 pL ovemnight 250 pL overnight 250 pL overnight

de E._coli de E.coli de E.coli

1mL PBS 1mL ATB 1mL ATB
Shaker Shaker Shaker

Figura 6. Esquema de incubacion en atmosferas controladas de CO;
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2.2 Efecto del CO2 sobre el crecimiento bacteriano

El montaje experimental se realiz6 segin lo mencionado en el punto 2.1.3.2
tomando muestras a cada hora de reaccion desde el tiempo cero, hasta 8 h. A
continuacion, se realizaron diluciones seriadas de dichas muestras en caldo LB.
Se tomaron 100 pL de cada dilucion y se sembré en placas con agar LB para
realizar una siembra en superficie, posteriormente fueron llevadas a la estufa de
cultivo a 37 °C. EIl crecimiento bacteriano fue observado pasadas 18 h de
incubacion. Las curvas fueron construidas graficando las UFC/mL que

sobrevivieron respecto al tiempo, en presencia y ausencia del ATB%%,

2.3 Efecto del CO2z sobre el estrés oxidativo inducido por CIP

2.3.1 Determinacion de ERO por el método de NBT

Esta metodologia se fundamenta en el hecho de que el azul de nitrotetrazolio
(NBT), de color amarillo en su estado natural, es reducido a formazan en
presencia de ERO, torndndose de color azul-negro el cual puede ser medido

espectrofotométricamente a 575 nm’.

Se tomaron 200 pL de cada muestra del punto 2.1.3.2 a cada hora de
reaccion, partiendo del tiempo 0, hasta un tiempo final de 3 h. Posteriormente, se
le agregd 50 pL de NBT 1 mg/mL (Sigma) y se incub6 durante 30 min a 37 °C en
oscuridad. Pasado este tiempo se adiciond 10 pL de HCI 0,1 N (Cicarelli) con el
fin de detener la reaccion. Por ultimo, se agreg6 40 uL de dimetilsulféxido (DMSO,
Cicarelli) para poder obtener el NBT reducido a nivel intracelular. El producto
obtenido se midi6 en un lector de absorbancia (Abs) de microplacas (Sunrise,
Tecan Trading AG). Ademas, se realizé un control negativo de Abs en paralelo
(suspensién de E. coli, sin ATB, ni reactivo de NBT), el cual fue restado a los
datos obtenidos. Los valores de la Absssonm corresponde a las ERO se relativizo a
valores de UFC/mL (ERO/UFC.mL1)>498.99
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2.3.2 Determinacion de ERO empleando la H2-DCFDA

La sonda 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2-DCFDA) es una sonda
lipofiica no fluorescente que difunde y atraviesa la membrana celular,
seguidamente es desacetilada bajo la accidn de las esterasas intracelulares para
formar H2DCF, que también es no fluorescente, pero que al reaccionar con ERO
es oxidada a un compuesto fluorescente (diclorofluoresceina, DCF), que puede

ser medido en un espectrofluorométro (excitacion 480 nm, emisién 520 nm)100-101,

Las muestras fueron tratadas como se describi6 en el paso 2.1.3.2. Se
tomaron 200 yL de cada una de las muestras en estudio, a los tiempos de 0, 1, 2
y 3 h de reaccion. Posteriormente, se adicion6 20 pL de la sonda H2-DCFDA
(Sigma) a una concentracion de 10 uM. Seguidamente se incub6 a 37 °C durante
30 min en oscuridad. Pasado este tiempo se determiné la fluorescencia en un
espectrofluorométro Biotek Synergy HT. Se realizé un control negativo de
fluorescencia (suspension de E. coli, sin ATB, ni H2-DCFDA), el cual fue restado a
los datos obtenidos. Los resultados se expresaron como fluorescencia en
unidades arbitrarias (u.a) de las ERO presentes en las muestras en funcion de las
UFC/mL102:103,

2.3.2.1 Determinacion de ERO en presencia de secuestrantes

Para el disefio experimental se siguieron los pasos nombrados en el punto
2.1.3.2 pero antes de la incubacion se adicion6 a cada una de las muestras 1 mL
del secuestrante a ser evaluado; y la cuantificacién de ERO se realiz6 segun lo
descripto en el punto 2.3.2. Los secuestrantes utilizados fueron: Tirbn 10 mM,
(Sigma) y 2,2-dipiridil 250 uM (Sigma). Los valores fueron expresados como % de

formacién ERO con respecto del control de cada condicion.
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2.3.3 Determinacion de ERN por el método de GRIESS.

Este método permite la determinacion indirecta del NO a través de la
medicion espectrofotométrica de sus productos de descomposicion mas estables
(nitrato, NOs y nitrito, NO2). La reaccion de Griess es una reaccion de diazotacion
gue se da en dos pasos: el agente de nitrosacion generado a partir de la
autooxidacion del NO o de la acidificacion del NO2 (trioxido de dinitrégeno, N203)
reacciona con sulfanilamida para producir un derivado de diazonio. Este reactivo
intermediario interactda con la N-(1-naftil) etilendiamina para producir un producto

diazo coloreado que absorbe fuertemente a 540 nm*%4,

Las muestras fueron obtenidas siguiendo los pasos ya mencionados en el
punto 2.1.3.2. Este ensayo fue realizado por un tiempo total de 3 h, a cada hora
de reaccion se tomaron 100 pL de muestra de cada una de las condiciones
evaluadas, se adicionan 50 pL de sulfanilamida al 2% (Merck, Darmstadt,
Alemania) en HCI 5% (v/v) y 50 puL de una solucién acuosa 0,1% de N-(1-naftil)
etilendiamina (NEDD, SIGMA). Posteriormente, se incub6 a 37 °C por 15 min en
oscuridad, seguidamente se determind espectrofotométricamente en un lector de
Abs de microplacas (Sunrise, Tecan Trading AG). La Abs es directamente
proporcional a la concentracion de NO2 presentes en la muestra con respecto a la
solucion estandar empleadal®. Los resultados fueron expresados como pM de

nitrato de sodio por mg de proteinas (NaNO2/mg de P) >494102.105,

2.3.3.1 Curvade calibracion para NaNO:2

Mediante una solucion stock de NaNO2 10 mM, fueron preparadas diferentes
soluciones a diferentes concentraciones (0,21 a 100 uM), posteriormente fueron
medidas en un lector de Abs de microplacas (Sunrise, Tecan Trading AG) 540
nm, para construir una curva de calibracion que permitiera determinar la cantidad
de NO2 en puM de las muestras. Esta concentracion se determind por
extrapolacion de la Abs en la curva de calibracion y se expreso6 en funcion de las

proteinas®49>192,
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2.3.3.2 Determinacién de ERN en presencia de secuestrante de NO

El CPTIO (Sigma), es una sal de potasio que reacciona con el NO para formar
derivados CPTIO que inhiben la NOS. EIl procedimiento se realizé de acuerdo con
lo descrito en el punto 2.1.3.2, con la adiciéon de 1 mL de CPTIO 100 pM antes de
la incubacion. A continuacion, se procedié a determinar las ERN de acuerdo con
lo descripto en el punto 2.3.3. Los resultados fueron expresados como % de

formacion de ERN respecto del control de cada condicion.

2.3.4 Determinacién de proteinas por el método de Bradford

Este método es rapido, preciso y permite la estimacion de la concentracion de
proteinas presentes en una muestra. EI ensayo se basa en la union del colorante
Coomassie Brilliant Blue G-250 a la proteina, la cual provoca un cambio en el
maximo de absorcion del colorante de 465 a 595 nm. Por lo tanto, la cantidad de
proteina puede estimarse determinando la cantidad de colorante en la forma

i6nica azul°®.

La concentracion de proteinas de todas las muestras estudiadas se realizo
mediante el método de Bradford. Para esto, fue necesario construir una curva de
calibracion a partir del suero patron Proti 2 Wiener Lab (0,036 a 0,156 mg/mL). Se
tomaron 100 pL de las muestras y se adiciono 100 pL de reactivo de Bradford.
Seguidamente se midié la absorbancia en un lector de microplacas (Sunrise,
Tecan Trading AG) a 595 nm. La concentracién de las proteinas medidas se
determind interpolando los valores de Abs obtenidos versus la curva de

calibraciéni®?,
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2.4 Efecto del CO2 en marcadores de estrés oxidativo

Cada erlenmeyer contenia 20 mL de caldo LB, 1 mL de CIP o de PBS para el
control y las condiciones de COz2 ya descriptas. Estos fueron llevadas al Shaker a
37 °C por un tiempo total de 4 h, tomando muestra a los tiempos 0, 2 y 4 h de

incubacion.

2.4.1 Evaluacion de la peroxidacion lipidica

El MDA es en muchos casos el aldehido més expresado en el proceso de
peroxidacion lipidica, y su determinacién con &cido tiobarbitdrico (TBA) es uno de
los ensayos mas utilizados para este tipo de estudio. El MDA al reaccionar con

TBA genera un producto de color rojo que absorbe a 535 nm?°7,

Para la determinacién de la oxidacién de lipidos se tomd 1 mL de muestra de
cada condicion estudiada, se adiciono 1 mL de acido tricloroacético (TCA,
Anedra) al 35% (v/v) para precipitar las proteinas y se llevd a incubar a
temperatura ambiente por 20 min en oscuridad. A continuacion, se agregé 1 mL
de TBA (SIGMA) al 0,5% (p/v) en agua destilada y se llevé a bafio maria a 80 °C
durante 30 min. Pasado este tiempo se enfrié en un bafo de hielo, se centrifugo a
1500 rpm durante 5 min y se midié la absorbancia del sobrenadante a 535 nm en
un lector de microplacas (Sunrise, Tecan Trading AG). Los resultados fueron
expresados como % de variacion de MDA respecto del control de cada

condicion®1:102.108

2.4.2 Determinacion de los AOPP

Los productos proteicos de oxidacion avanzada (AOPP) se han convertido en
marcadores de estrés oxidativo confiables, ya que la oxidacion de residuos
aminoacidos tales como tirosina, conducen a la formacién de ditirosina,
agregacion de proteina, entrecruzamiento y fragmentacion, asi como a la

formacion de puentes disulfuro e incremento de la susceptibilidad a la protedlisis
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por lo que el estrés oxidativo puede verse reflejado en la oxidacién de

proteinas!®.

Los niveles de AOPP fueron medidos por espectrofotometria usando la
Cloramina T (50 uM) como testigo, en presencia de ioduro de potasio (IK, 1,16 M)

que absorbe a 340 nm, definiendo asi un indice de AOPP!°,

Se tomaron 100 pL de muestra de cada condicion, se adiciono 50 pL de IK'y
50 pL de é&cido acético (CH3COOH). Posteriormente se llevd al lector de
microplacas (Sunrise, Tecan Trading AG) para determinar la absorbancia. Los
resultados fueron expresados como % de variacion de AOPP respecto del control

de cada condicion8111.112,

2.4.3 Determinacién del potencial de membrana

Se estudiaron los cambios en el potencial de membrana mediante el uso del
1-anilino-8-naftaleno sulfonato (ANS), el cual es una sonda fluorescente utilizada
para detectar cambios conformacionales en proteinas y estudiar membranas

biologicas!®.

Se tomaron 100 pL de cada una de las muestras estudiadas y se adicionaron
40 pL de ANS (60 pM). Posteriormente, se incubaron por 20 min a temperatura
ambiente. La fluorescencia fue medida en un espectrofluorometro Bioteck sinergia
HT a longitudes de onda de excitacion y emision 360 y 520 nm, respectivamente.
Los resultados fueron expresados como % de variacion del potencial de

membrana con respecto del control de cada condicion3114,
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2.4.4 Determinacion del dafio al ADN

Las muestras fueron preparadas segun lo descripto en el punto 2.1.3.2 por un

tiempo total de 2 h de incubacién.

2.4.4.1 Extraccién y purificacién de nucledsidos

Las muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 15 min, para luego ser
resuspendidas en buffer PBS estéril (1,5 mL), posteriormente se empleo el kit de
EasyPure bacterial genomic DNA, para extraer el ADN. Se siguio las instrucciones
del fabricante hasta obtener el ADN libre de impurezas (relacion
Abs260/Abs280>1,8). A continuacién, para obtener los nucleésidos, 100 ug del ADN
se resuspendieron en 200 uL de buffer TRIS-HCI 0,01 M (pH 7). Posteriormente,
se le agrego 5 U de la enzima nucleasa P1 disuelta en 10 yL de acetato de sodio
0,5 M (pH 5,1) y se llevo a incubar durante 1 h en oscuridad a 37 °C. Pasado este
tiempo se agregaron 3 U de la enzima fosfatasa alcalina disuelta en 80 yL de
TRIS-HCI 0,4 M (pH 7,5) y se llevé nuevamente a incubar a 37 °C durante 1 h en

la oscuridad®*1%3,

2.4.4.2 Cuantificacion del nucledésido 8-OHdG

Por ultimo, tanto las muestras tratadas como el control fueron llevadas al
HPLC (Jasco) en una columna Restek, y fueron corridas en una fase moévil de
buffer (citrato de sodio, acetato de sodio a pH 5,1) - metanol en proporciones
93:7. Las muestras se midieron a una longitud de onda de 254 nm, para ser
cuantificadas. Como testigos se empleé 1 mM de dG y 8-OHdG, nucledsido no
oxidado y oxidado, respectivamente. Los resultados fueron expresados por medio
de la relacion de 8-OHdAG/dG®.

43



Materiales y métodos || N

2.5 Efecto del CO2 sobre las AXO

Preparacién del inoculo: se utilizé la misma cepa de E. coli, en las condiciones

ya mencionados en el punto 2.1.1.

La preparacion de las muestras se realizé segun lo descripto en el punto

2.1.3.2, las determinaciones fueron realizadas a 0, 2 y 4 h de incubacién.

2.5.1 Sistemas antioxidantes enzimaticos

2.5.1.1 Determinacién cuantitativa de la actividad de superéxido dismutasa

La enzima SOD produce la dismutacion de O2" a H202. La riboflavina en
presencia de luz pierde un electrén y dispara la generacion de O2° he
inmediatamente es atacado por el NBT agregado, el cual compite con la enzima
SOD presente en la muestra por el O2" . A mayor actividad SOD, menor es la
reduccion del NBT6:117,

Las muestras recolectadas se centrifugaron a 1500 rpm durante 15 min y se
separ0 el sobrenadante, obteniendo la fraccion de SOD extracelular (SODe). Los
precipitados se resuspendieron en 0,5 mL de PBS estéril, para conseguir la SOD
intracelular (SODi). Seguidamente se tomé 100 pL de la fraccién extracelular o
intracelular se adiciond 300 uL de metionina (sigma) 13 mM, 300 uL EDTA 100
nM, 300 pL de riboflavina (Sigma) 2 uM en PBS, 100 pL de NBT en DMSO
(Anedra) 75 pM. Las muestras fueron llevadas a luz fluorescente de 20 W durante
6 min para favorecer la reaccién. Pasado este tiempo fueron llevadas al
espectrofotometro para su lectura a una longitud de onda de 575 nm. Se define
como una unidad de actividad SOD a la cantidad de enzima requerida para
disminuir en un 50% la produccién de NBT reducido. Los resultados fueron
expresados como unidades de SOD vy relativizaron en funcion de los mg de
proteina (U.SOD/mg de P)%9:103.105.118
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2.5.1.2 Determinacién cuantitativa de la actividad de catalasa

Se tomaron 2 mL de solucién de H202 (0,2 M) a la cual se le agreg6 2,5 mL
de PBS estéril y 0,5 mL de la suspension obtenida en el punto 2.1.1.
Posteriormente, a 1 mL de cada mezcla se le agregaron 2 mL de dicromato de
potasio (K2CrO7 2% en acido acético glacial CHsCOOH) y se llevo a incubar a 100
°C por 2 min. Posteriormente, fueron enfriadas en bafio de hielo. De cada
muestran se tomo 200 uL para su determinacion espectrofotométrica en un lector
de microplacas (Sunrise, Tecan Trading AG), la absorbancia fue determinada a
570 nm*'°. Una unidad de CAT desdobla 1 uM de H202 por min a 25 °C y pH 7,0.
Los resultad fueron expresados como unidades de CAT por mg de proteina
(U.CAT/mg de P)!12120,

2.5.2 Sistemas antioxidantes no enzimaticos

2.5.2.1 Determinacién cuantitativa de glutation reducido

Para este ensayo se utilizé6 el reactivo de Ellman (4cido 5,5 ditiobis-2-
nitrobenzoico), el cual en presencia de GSH reacciona para formar un compuesto

que se lee espectrofotométricamente a 412 nm*4,

Se tomaron alicuotas de 100 pL de cada una de las condiciones de reaccién
y se adicion6 20 pL de GR (6 U/mL), 50 uL de NADPH (4 mg/mL) y 20 pL de
acido DNTB 1,5 mg/mL. Posteriormente, se llevd a incubar a temperatura
ambiente durante 20 min. Seguidamente, las muestras fueron llevadas al lector de
microplacas (Sunrise, Tecan Trading AG) y se determiné la Abs. Los valores de
Abs se relativizaron a las proteinas, y los resultados se expresaron como mM de
GSH por mg de proteinas (mM de GSH/mg de P)88120,
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2.5.2.2 Determinacién de la actividad antioxidante total

El poder reductor del hierro total (FRAP), es un método que evalla el poder
antioxidante total de una muestra, de acuerdo con su capacidad para reducir el
hierro férrico (Fe*®) presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina
(TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe*?), que tiene un maximo de absorbancia a una

longitud de onda 593 nm*?,

El ensayo se llevo a cabo por un tiempo total de 4 h tomando muestras a los
tiempos 0, 2 y 4 h de reaccién. Se preparo el reactivo de trabajo con 2,5 mL de
buffer acido acético-acetato de sodio (pH 3,6); 2,5 mL de solucion TPTZ 10 mM
(Sigma) en HCI 40 mM y 0,25 mL de FeClz.6H20 20 mM en relacion 10:1:1. Se
utilizaron 150 pL de esta solucion y se agregaron a 50 pL de muestra. Pasados 10
min de reaccion a temperatura ambiente se determind la absorbancia a una
longitud de onda de 593 nm. La curva de referencia se construyd utilizando
soluciones conocidas de Fe*? (FeS0a4.7H20) como patrén primario. Los resultados
fueron expresados como pM de sulfato de hierro por mg de proteina (UM de
FeSO4/mg de pP)!03112.117

2.6 Andlisis estadistico

El procesamiento de los datos fue realizado mediante andlisis de ANOVA de
una sola via t-student. Los datos fueron representados como la media * la
desviacion estandar (DE). Los ensayos fueron realizados por triplicado, en tres
ensayos diferentes. En todos los casos, las diferencias fueron consideradas

significativas para una probabilidad (p) menor a 0,05.
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Resultados

Este capitulo esta dividido en cuatro subtemas:

- Efecto del CO2z sobre el crecimiento
bacteriano

- Determinacion de ERO y ERN

- Dafio oxidativo sobre macromoléculas

- AXO
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3.1 Efecto del CO2 sobre el crecimiento bacteriano

Se estudio el efecto de CIP a concentraciones de 0,5 y 50 pg/mL frente a E.

coli ATCC 25922, tanto en CA como en atmosferas controladas de COa.

En la Figura 7 se muestra la curva de crecimiento de la bacteria, UFC/mL en
funcion del tiempo, tanto en CA como de CO2. Se pudo ver que el COz2 favorece el
crecimiento bacteriano con respecto a las CA, presentando aumento significativo
(*p<0,005) de (2,24 + 0,15)x10% y (5,94 + 0,20)x10'® UFC/mL para CO2 de 50 y
50.000 ppm, respectivamente, en las 8 h de incubacion.
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Figura 7. Curva de crecimiento de E. coli en CA (—-), CO, 50 ppm (—)yCO2 50.000 ppm ( —-).

Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las lineas representan la media + DE, *p<0,05 respecto
de CA.

En la Figura 8 se muestran los resultados obtenidos de la curva de muerte de
E. coli, frente a las dos concentraciones de CIP en CA. Los valores fueron
expresados como UFC/mL en funcién del tiempo, donde se observé una
disminucién de 2 6rdenes de magnitud para ambas concentraciones de CIP,
partiendo de (8,00 + 0,18)x10° hasta (6,00 + 0,22)x10° UFC/mL para CIP 0,5
ug/mL y de (8,00 + 0,13)x10° hasta (2,00 + 0,16)x10* UFC/mL para CIP 50 pg/mL.
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Con CIP 0,5 pg/mL se observo un descenso gradual de UFC/mL a partir de
las 3 h de incubacién, hasta las 8 h de incubacion; mientras que con CIP 50

pg/mL el descenso de UFC/mL fue desde la hora de incubacion hasta las 8 h.
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Figura 8. Curva de muerte de CIP frente a E. coli en CA. (—) CIP 0,5 pg/mL y ( ) CIP
50 pg/mL. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las lineas representan la media + DE.

La accién de CIP en condiciones de CO2 se muestra en la Figura 9 y los
valores fueron expresados como UFC/mL en funcion del tiempo. Se observo
como el CO2, modifico la accion de CIP sobre E. coli, vista en CA (Figura 8),
perdiendo la capacidad de disminuir las UFC/mL observada desde la primera y
tercera hora de incubacion de (2,00 + 0,22)x10° UFC/mL y (1,00 + 0,14)x10°
UFC/mL, para CIP 50 y 0,5 pg/mL, respectivamente.
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Figura 9. Curva de muerte de CIP frente a E. coli en condiciones de CO; modificadas. ( —)
CO2 50ppm + CIP 0,5 pg/mL, ( ) CO2 50 ppm + CIP 50 pg/mL, ( -——) CO2 50.000 ppm + CIP

0,5 pg/mL, ( -———) CO2 50.000 ppm + CIP 50 pg/mL. Los ensayos fueron realizados por triplicado.
Las lineas representan la media + DE.

3.2. Determinacién de ERO

Es importante estudiar la formacion de ERO cuando se esta evaluando la
accion de ATB. Es conocido que éstos, tienen la capacidad de estimular la
formaciéon de ERO, desencadenando multiples efectos en la célula bacteriana
ayudando al mecanismo de accion principal del ATB a generar la muerte

celular®?54,

3.2.1 Método espectrofotométrico con NBT

Se empleo el ensayo de NBT para cuantificar O2" presente en las
muestras. En la Figura 10, se muestran los resultados obtenidos a las 2 h
incubacién, debido a que este fue el tiempo de mayor formacion de dicha especie

en E. coli.
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Ambas concentraciones de CO:2 disminuyeron significativamente la capacidad
de CIP para formar ERO respecto de las CA (*p<0,05), (3,25 + 0,12)x10® y (4,96 +
0,14)x10® ERO/UFC.mL, estos valores representaron una disminucién de ERO
de 57 y 73% con CIP 0,5 pg/mL y 50 ug/mL respectivamente, en concentraciones
de CO2 50 ppm. En CO2 50.000 ppm la reduccién con respecto de las CA fue de
(2,81 + 0,15)x108y (2,87 + 0,21)x10® ERO/UFC.mL™, éstos valores representaron
una disminucion de ERO de 80 y 86% con CIP 0,5 pg/mL y CIP 50 pg/mL

respectivamente.

Por lo tanto, esta disminucién en la formacién de ERO mediada por CIP fue
dependiente tanto de la concentracion de CO2, como de CIP. Cabe resaltar que la
capacidad de CIP para formacion ERO fue significativamente diferente (*p<0,05)
en CA y de COzg, asi como entre cada concentracion de CIP y CO2 estudiadas
(#p<0,05).
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Figura 10. Determinacién de la formaciéon de ERO mediada por CIP en CA y de CO; por
reducciéon de NBT. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las barras representan la media
+ DE. *p<0,05 respecto de CIP en CA. #p<0,05 respecto de la misma concentracién de CIP y
diferente de COa.
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3.2.2 Método espectrofluorométrico con H2-DCFDA

Para complementar los resultados obtenidos con el ensayo de NBT Se
cuantificd las ERO por fluorometria utilizando la sonda H2-DCFDA, ya que ésta
permite determinar las ERO intracelulares. La Figura 11, muestra los resultados
obtenidos a las 2 h de incubacion, ya que este fue el tiempo de mayor formacion
de ERO, tanto en CA como de CO..

Los resultados obtenidos por espectrofluorometria coincidieron con los
observados en el ensayo del NBT. Ambas concentraciones de CIP en CA
favorecieron una mayor formacion de ERO. Mientras que CIP en condiciones de
CO:2 disminuyo de forma significativa (*p<0,05), la formacion de ERO respecto de
las CA. Altas concentraciones de CO2 genero la menor formacién de ERO de
(6,06 + 0,10)x107° y (3,00 * 0,15)x10° u.a de ERO/UFC.mL*, lo que equivale a 93

y 99% con CIP 0,5 y 50 pug/mL, respectivamente en comparaciéon con las CA.

También se encontraron diferencias significativas (#p<0,05) en la formacion
de ERO entre las dos concentraciones de CIP ensayadas, respecto de cada
condicién de CO2. Cabe destacar que la formacion de ERO fue dependiente de la

tanto de la concentracion de CIP como de COa.
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Figura 11. Determinacién de la formacién de ERO generadas por CIP en CA y de CO, por
espectrofluorométrica. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las barras representan la

media + DE. *p<0,05 respecto de CIP en CA. #p<0,05 respecto de la misma concentracion de CIP
y diferente de CO..

3.2.2.1 Generacion de ERO en presencia de secuestrantes

Con el objetivo de profundizar en el mecanismo mediante el cual el CO:2
influye en la formacion de ERO mediada por CIP en E. coli, se incorporé
secuestrantes de ERO tanto en CA como de COgz, para determinar como este

ultimo puede llegar a interferir en estos procesos oxidativos.

Para llevar a cabo estos ensayos se estudio la formacion de ERO por medio
de la técnica espectrofluorométrica con la sonda H2-DCFDA, se decidié emplear
esta técnica debido a su sensibilidad. Los secuestrantes empleados fueron Tiron
para inhibir la formacion del Oz2" y 2,2-dipiridil que inhibe la reaccién de Fenton,
los resultados que se muestran a continuacion, son los obtenidos a las 2 h de

incubacion, ya que este fue el tiempo maximo de generacion de ERO.
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- Efecto del Tir6bn como secuestrante

Los resultados obtenidos de este ensayo en CA y de CO2 se muestran en la
Figura 12, comparando el porcentaje de formacién de ERO de cada condicion con
respecto a su control sin CIP. Se pudo observar que el O2" participa activamente
en el estrés oxidativo generado por CIP en CA, debido a la disminucion
significativa (*p<0,05) de ERO, la cual fue de 20 y 34% para CIP 0,5 y 50 pug/mL,

respectivamente en comparacion con la condicién sin Tiron.

En atmosferas controladas de CO:2 también se observé una disminucion
significativa (*p<0,05) en la formacion de ERO, inducida por CIP en presencia del
secuestrante, pero este comportamiento dependio de la concentracion de CO2 y
de CIP. En concentraciones de CO2 50 ppm solo se observé una disminucion de
32% de ERO para CIP 50 pg/mL con respecto de CIP sin Tirén. Mientras que en
CO2 50.000 ppm esta disminucién fue de 16 y 44% para CIP 0,5 y 50 pg/mL

respectivamente, en comparacion con la condicién sin secuestrante (*p<0,05).

Por lo tanto, el CO2 modifica la formacién del O2" inducido por CIP, de forma
dependiente de la concentracion de CO:2 y de CIP, observandose un mayor efecto
del secuestrante a concentraciones de COz y de CIP altas (CO2 50.000 ppm, CIP
50 pg/mL) de 16 y 44% respecto de CIP sin Tiron en CA (*p<0,05).

Estos resultados indican que el O2° es una especie que participa
activamente en el estallido respiratorio a tiempos cortos en E. coli, ya que esta es
la primera ERO en formarse. Ademas, se observo diferencias significativas entre
las muestras tratadas con CIP-Tirén en condiciones de COz, respecto a CIP-Tiron
en CA (#p<0,05).

54



Resultados |

E 35 N

£ 30 | .

8]

® 25 L

E =

[ 5]

1k}

o 41 2%

& 0.24% -

2 1T ]
s | ) -3 .
11 4 ciros &F CIP 50 .
_16 1 '12* _133#

2 h

Figura 12. Efecto del Tiron como secuestrante de ERO. (m) CIP, (m) CIP-Tirén, (m) CIP-Tirén

CO2 50 ppm, (') CIP-Tirbn CO2 50.000 ppm. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las
barras representan el porcentaje de formacion de ERO respecto de los controles de cada
condicion. *p<0,05 respecto de CIP sin Tiron. #p<0,05 respecto de CIP-Tirén y CIP-Tiron COa.

- Efecto del 2,2’-dipiridil como secuestrante

Al igual que el punto anterior, se graficd el porcentaje de formacion de ERO
con respecto al control de cada condicion sin CIP. En la Figura 13 se observo
como en CA, el 2,2'-dipiridil gener6 una disminucion de ERO de 1 y 5% para CIP
0,5 y 50 pg/mL, respectivamente en comparacion con CIP sin 2,2'-dipiridil.
Sugiriendo que las ERO inducidas por CIP en CA a tiempo de 2 h, no son
formadas por la via de la reaccion de Fenton, ya que posiblemente esta reaccion

se presenta a tiempos mas prolongados.

Para las condiciones de CO2 esta disminucion de ERO fue mas marcada.
Observandose una reduccién en la formacion de ERO respecto de CIP sin 2,2'-
dipiridil de 107 y 52% para CIP 0,5 y 50 pg/mL, respectivamente en condiciones
de CO2 50 ppm (*p<0,05). Para CO2 50.000 esta reduccion fue de 33 y 52 % para
CIP 0,5 y 50 pg/mL, respectivamente en comparacion con CIP sin 2,2'-dipiridil
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(*p<0,05). Por lo tanto, la formacion del HO® por la via de Fenton a tiempos cortos,
fue una via muy importante para la generacion de ERO inducida por CIP en
presencia de COz2, indicando que el CO2 no solo disminuye las ERO, sino que

también modifica las rutas de formacion de éstas.

Se observaron diferencias significativas entre las muestras tratadas con CIP
en presencia del secuestrante y sin el secuestrante(*p<0,05), como entre CIP con
2,2-dipiridil en condiciones de CO2y CA (#p<0,05). Por lo tanto, el HO" fue la ERO

gue mas formada por CIP en ambas concentraciones de CO2sobre E. col..
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Figura 13. Efecto del 2,2’-dipiridil como secuestrante de ERO. (m) CIP, (m) CIP-2,2'-dipiridil, (m)

CIP-2,2'-dipiridil CO2 50 ppm, (") CIP-2,2’-dipiridil CO250.000 ppm. Los ensayos fueron realizados
por triplicado. Las barras representan la formacion de ERO respecto de los controles de cada
condicién. *p<0,05 respecto de CIP sin 2,2'-dipiridil. #p<0,05 respecto de CIP-2,2'-dipiridil y CIP-
2,2'-dipiridil-CO2.
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3.3 Determinacién de ERN por el método de GRIESS

Esta técnica permitié determinar la formacion de ERN estimuladas por la
accion de CIP tanto en CA como de COg2, por un tiempo total de 2 h de

incubacion, ya que este fue el tiempo de mayor estimulo de dichas especies.

La Figura 14 muestra la capacidad de CIP para generar ERN en CA 'y de COa..
Se pudo observar que en CA ambas concentraciones de CIP permanecieron
debajo del control, al igual que en CO2 50.000 ppm. En condiciones de CO2 50
ppm se observo un aumento significativo (*p<0,05) de ERN respecto de su control
y de las CA (#p<0,05); dicho aumento fue de 85 + 0,02 y 82 + 0,00 pM NaNO2/mg

de proteina para CIP 0,5 y 50 ug/mL, respectivamente en comparacion con CA.

Cabe destacar que, aunque en condiciones de CO2 50.000 ppm el control
siempre se encuentro por encima de ambas concentraciones de CIP, si fue
posible observar un aumento significativo (#p<0,05) de 83 £ 0,02 y 85 £ 0,03 uM
NaNO2/mg de proteina para CIP 0,5 y 50 ug/mL, respectivamente en comparacion
con las CA. Sugiriendo que el estrés oxidativo causado por CIP en CA se vio
modificado por la presencia de CO2 en ambas concentraciones, disminuyendo la

formacion de ERO y aumento la formacion de ERN.
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Figura 14. Determinacion de la formacion de ERN en E. coli frente a CIP en CA 'y de CO; por
la técnica de Griess. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las barras representan la
media + DE. *p<0,05 respecto del control de cada condicion. # p<0,05 respecto de CIP-CA y CIP-
CO:a.

3.3.1 Determinacién de ERN en presencia de secuestrantes

Debido a los resultados anteriores, fue interesante conocer como el CO2
interfiere en la formacion de ERN por parte de CIP, por lo que se empledé un
secuestrante especifico para NO como CPTIO. Ademas, se estudid la
participacion del O2" en la produccion de ERN empleando el Tirdn. Estos ensayos
se realizaron con el fin de poder determinar si éstas especies intervienen en los

cambios generados por CO:z en la accién de CIP sobre E. coli.

- Efecto del Carboxi-PTIO como secuestrante

Los resultados de este ensayo fueron obtenidos a las 2 h de incubacion y se
muestran en la Figura 15, donde se observé para las CA y CPTIO una
disminucién de ERN de 4 y 7% para 0,5 y 50 pg/mL, respectivamente en
comparaciéon con CIP sin secuestrante (*p<0,05), indicando que la participacion

del NO en la formacion de ERN inducidas por CIP en CA fue moderada, lo cual es
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de esperarse ya que se ha descripto que CIP estimula en mayor mediada la
formacion de ERO, que ERN.

En condiciones de CO2 se observd un efecto contrario al visto en CA. La
participacion del NO en la formacion de ERN inducidas por CIP en condiciones de
CO2, parece ser una via importante de generacion de dichas especies. Se
encontré que para CO2 50 ppm, hubo una disminucion significativa (*p<0,05) de
ERN solo para 0,5 pg/mL de 88%. Mientras que en CO2 50.000 ppm esta
disminucion fue de 27 y 32% para 0,5 y 50 pg/mL, respectivamente en
comparacion con CIP sin secuestrante (*p<0,05).

Se observaron diferencias significativas entre las muestras de CIP tratadas
con CPTIO y sin CPTIO(*p<0,05), como también entre CIP-CPTIO en CA
respecto del CO2(#p<0,05). Estos resultados indica que el CO2 modifica la
capacidad de CIP para formacion de ERN, favoreciendo la producciéon del NO y

este aumento fue mayor en altas concentraciones de CO2 y CIP.
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Figura 15. Efecto del de CPTIO como secuestrante de ERN. (m) CIP, (m) CIP-CPTIO, (m) CIP-

CPTIO CO2 50 ppm, () CIP-CPTIO CO2 50.000 ppm. Los ensayos fueron realizados por
triplicado. Las barras representan el porcentaje de formacién de ERN con respecto a los controles
de cada condicién. *p<0,05 respecto de CIP sin CPTIO. #p<0,05 respecto de CIP-CPTIO y CIP-
CPTIO CO..
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- Efecto del Tir6bn como secuestrante

La Figura 16 muestra los resultados obtenidos tanto en CA como de CO: a las
2 h de incubacion, se observé que para las CA el O2” no parece ser una especie
involucrada en la formacion de ERN inducidas por CIP, ya que se observé un
aumento de ERN. Lo cual puede deberse a que el O2” es neutralizado
rapidamente por la SOD, por lo tanto, la posibilidad de participar en la formacion

de ERN es menor.

En atmdsferas controladas de COg, la participacion del O2" en la formacion
de ERN fue dada en ambas concentraciones de COz2, por la mayor concentracion
de CIP. En CO2 50 ppm la disminucion de ERN fue de 6% respecto de CIP sin
secuestrante (*p<0,05); mientras que en CO2 50.000 ppm esta disminucion fue del
2% respecto a CIP sin secuestrante (*p<0,05). También, se destacan diferencias
significativas entre las muestras de CIP tratadas con Tir6n y sin Tiron (*p<0,05),
como entre CIP-Tiron en CA y de COz2 (#p<0,05). Estos resultados indican que el
CO2 modifica la capacidad de CIP para formar ERN por medio del consumo de

02 .
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Figura 16. Efecto del Tirbn como secuestrante de ERN. (m) CIP, (m) CIP-Tirén, (m) CIP-Tirdn

CO2 50 ppm, () CIP-Tiron CO2 50.000 ppm. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las

barras representan el porcentaje de formacion de ERN con respecto a los controles de cada

condicion. *p<0,05 respecto de CIP sin Tiron. #p<0,05 respecto de CIP-Tirdn y CIP-Tirén CO:a.

Se investigo si habia reduccion de ERO por aumento de ERN, para lo cual
se calculd la relacion ERO/ERN a las diferentes concentraciones de CIP. En la

Tabla 1 se observa que la relacion ERO/ERN fue mayor con CIP 50 pug/mL en CA.

Para las condiciones de COz2, esta relacion fue menor con respecto a las CA,
siendo de 78 y 82% menor en ambas concentraciones de CIP en presencia de
CO2 50 y 50.000 ppm, respectivamente. Estos resultados sugieren que el estrés
oxidativo mediado por CIP se ve modificado en condiciones de CO:2. La relacion
ERO/ERN se ve reducida en condiciones de CO:2 debido, principalmente, a una
reduccion en la formacion de ERO en ambas concentraciones de CIP estudiadas

frente a E. coli.
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Tabla 1. Relacion de ERO y ERN en E. coli incubadas en CA y de COa.
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ERO ERN
cip ERO/ERN
Condicién (ug/mL) (u.a./mg de P) (UMNaOz/mg de P)
0 3349 £ 82,02 75 +0,01 44
CA 0,5 3618 +£91,92 74 +0,00 49
50 4386 + 49,50 73 +0,01 60
0 914 +31,11 75 +0,04 12
CO250 ppm 0,5 1013 +21,92* 85 +0,01* 12
50 1120 + 29,70* 90 + 0,00 12
0 844 + 40,30 86 +0,01 10
0,5 819 + 06,36*# 83 +0,01* 10
CO, 50000 ppm
50 881 + 20,50*# 85 +0,01 10

*p<0,05 respecto de CIP en CA. #p<0,05 respecto de la misma concentracién de CIP y diferente

de CO..

3.4 Efecto del CO2 en el dafio oxidativo sobre macromoléculas

3.4.1 Evaluacion de la peroxidacion lipidica

Los resultados obtenidos en la Figura 17 nos indican que en E. coli, la

peroxidacion lipidica fue dependiente de la concentracion de CIP en CA y de COz2

50 ppm, en condiciones mas altas de COz2, CIP no induce peroxidacion lipidica en

E. coli.

En CA se vio una participacion diferente entre las concentraciones de CIP

para generar peroxidacion lipidica en E. coli, ya que CIP 0,5 pg/mL no estimula la

formacion de MDA con respecto al control, mientras que CIP 50 pg/mL aumenta la

formacion de MDA en un 9% con respecto al control.
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En condiciones de CO2 50 ppm la peroxidacion lipidica fue mayor a la
observada en CA (*p<0,05), con un aumento en la produccion de MDA del 43 y
30% para CIP 0,5 y 50 pg/mL. Para CO2 50.000 ppm solo se observé aumento de
MDA para CIP 0,5 pg/mL del 20%, respecto de las CA (*p<0,05). Cabe destacar
gue entre mas alta fue la concentracion de COz y CIP, menor fue el dafio causado

en los lipidos de la célula bacteriana.
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Figura 17. Ensayo de peroxidacién lipidica. (—— ) representa el 100% del valor del control de

cada condicién, (m) CIP 0,5 pg/mL, (») CIP 50 pg/mL. Los ensayos fueron realizados por
triplicado. Las barras representan el porcentaje de variacion de lipidos con respecto del control de
cada condicién, a las 2 h de incubacion en CA y CO.. *p<0,05 respecto de las CA. #p<0,05
respecto de cada concentracion de CIP en condiciones de COa.

3.4.2 Evaluacion de la oxidacion de proteinas

La formaciéon de AOPP fue estudiada al tiempo de mayor formacion de ERO
(2 h) para poder determinar las posibles variaciones en la accion de CIP tanto en
CA como de CO2 (Figura 18). Los resultados obtenidos en este ensayo indicaron
que la capacidad de CIP para oxidar proteinas en CA fue dependiente de la
concentracion de CIP, ya que CIP 0,5 pg/mL generd un 8% menos de oxidacion

de proteinas respecto del control, siendo el caso contrario para CIP 50 pg/mL
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donde se observé una mayor oxidacion de proteinas en un 5% respecto del
control.

Con respecto a las condiciones de COz2, se pudo observar niveles mas altos
de oxidacion de proteinas con respecto de las CA, los cuales fueron dependientes
de la concentracion de CIP y de CO2. En CO2 50 ppm se observo un aumento de
los niveles de oxidacion de proteinas de 45 y 87% mayor, en comparacion con las
CA (*p<0,05) para CIP 0,5 y 50 pug/mL, respectivamente. Mientras que para CO:
50.000 ppm estos niveles fueron menores a los observados en CO2 50 ppm, pero
siguen siendo 38 y 44% mayor que los vistos en CA (*p<0,05) para CIP 0,5y 50
pg/mL, respectivamente. Por lo tanto, el COz favoreceria la oxidacion de proteinas
de manera dependiente de la concentraciéon de CIP.
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Figura 18. Ensayo de oxidacién de proteinas. (—— ) representa el 100% del valor del control de

cada condicién, (m) CIP 0,5 pug/mL, (m) CIP 50 pg/mL Los ensayos fueron realizados por triplicado.
Las barras representan el porcentaje de variacion de AOPP con respecto del control de cada

condicion, a las 2 h de incubacion en CA y COz. *p<0,05 respecto de las CA. #p<0,05 respecto de
cada concentracién de CIP en condiciones de CO:..
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3.4.3 Determinacidn del potencial de membrana

Con el fin de determinar posibles cambios en la membrana de la célula
bacteriana producto de las interacciones de la bacteria con CIP en CA y de COg,
se realizaron ensayos por medio de la sonda ANS (Figura 19), esta sonda permite
determinar cambios conformacionales en proteinas y estudiar membranas

bioldgicas.

Los resultados indicaron diferencias en la alteracion en la union de ANS a la
membrana de E. coli por parte de cada concentracion CIP estudiada en CA. Se
observd una disminucion con respecto al control del 13% en la intensidad de
fluorescencia de la sonda con CIP 0,5 pg/mL, mientras que para CIP 50 pug/mL se

observd un aumento de la fluorescencia del 18% con respecto al control.

Las modificaciones del potencial de membrana en presencia de CIP y CO2 50
ppm fueron mayores a las observadas en CA (*p<0,05) y dependientes de la
concentracion de CIP. Este aumento en la fluorescencia de la sonda fue de 19 y
88% en CIP 0,5 y 50 pg/mL, respectivamente en comparacion con las
CA(*p<0,05). En presencia de CO2 50.000 ppm la intensidad de fluorescencia no
fue tan alta como la observada en concentraciones mas bajas de CO2. Sin
embargo, presento un aumento de 15 y 25% para CIP 0,5 y 50 pg/mL,

respectivamente, en relacion con las CA (*p<0,05).

Estos resultados demuestran que el CO2 genera un cambio en la accion de
CIP sobre la membrana bacteriana de E. coli, y que estos cambios son generados

por ajas concentraciones de CO:y altas de CIP.
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Figura 19. Ensayo de potencial de membrana utilizando la sonda ANS. Los ensayos fueron
realizados por triplicado. Las barras representan el porcentaje de variacion del potencial de
membrana con respecto del control de cada condicién, a las 2 h de incubacién en CA y COa..
*p<0,05 respecto de las CA. #p<0,05 respecto de cada concentracién de CIP en condiciones de
CO:s..

3.4.4 Determinacion del dafio al ADN

La cuantificacion de la 8-OHdG en el interior de la célula bacteriana es la
técnica mas utilizada para evaluar el dafio oxidativo en la molécula de ADN>1113,
En la Tabla 2 se resumen los resultados obtenidos en este ensayo. En CA se
observé como las dos concentraciones de CIP incrementaron la formacién de 8-
OHdG en relacion a dG respecto de la condicién basal, observandose un aumento
de 68 y 118% en la relacion 8-OHdG/dG para CIP 0,5 y 50 pg/mL,
respectivamente. Comprobando que CIP en CA indujo dafios en el ADN

bacteriano de forma dependiente de la concentracion de CIP.

El efecto CIP observado en CA se modifica en presencia de COz
evidenciandose un menor dafio oxidativo en el ADN por parte de CIP, ya que al
comparar los resultados obtenidos en la relacion 8-OHdG/dG en estas
condiciones, se observé como CO2 50 ppm genero una reduccion de 91 y 49%

para CIP 0,5y 50 ug/mL, respectivamente en comparacion con las CA (*p<0,05).
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Para CO2 50.000 ppm esta reduccion fue de 51 y 89% para CIP 0,5 y 50

pg/mL, respectivamente en comparacion con las CA (*p<0,05). Se pudo

comprobar que el CO2 no generd dafio al ADN, puesto que al comparar los

valores obtenidos en la relaciéon 8-OHdG/dG por parte de los controles en

condiciones de COzrespecto del control en CA, no se observo cambio significativo

(*p>0,05). Por lo tanto, se pudo comprobar que el CO2 modificé la capacidad de

CIP para generar dafio oxidativo en el ADN de E. coli, de una forma dependiente

de la concentracion de CIP en combinacién con COz2.

Tabla 2. Relacion entre la cantidad de nucledsido oxidado y no oxidado en E. coli.

Condicion CIP pg/mL 80OH-dG/dG
0 0,34 +£0,01
0,5 0,57 0,01
CA

50 0,74 + 0,03
0 0,34 £ 0,03
0,5 0,05 + 0,01*

CO,50 ppm
50 0,38 + 0,02*
0 0,35 +0,01
0,5 0,28 + 0,00*

CO, 50.000 ppm

50 0,08 + 0,01*

*p<0,05 respecto de las CA
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3.5 Efecto del CO2 sobre los AXO

Los resultados obtenidos hasta el momento indicaron que el CO2 fue capaz
de modificar la formacion de ERO y ERN generadas por CIP con respecto a las
CA, conduciendo a la disminucion en el efecto bactericida ya descripto para CIP
sobre E. coli'?2. Por lo tanto, se estudi6 como el CO:2 podria inferir en la
activacion de las defensas antioxidantes tanto enzimaticas, como no enzimaticas.
Estos ensayos fueron realizados por un tiempo total de cuatro horas, esto con el

fin de permitir a los AXO reaccionar contra el ataque de las ERO.

3.5.1 Sistema antioxidante enziméatico

3.5.1.1 Determinacion y cuantificacién de la actividad SOD

En las Figuras 20 A, B y C, se muestran los resultados obtenidos en la
activacion de la enzima SOD intracelular (SODi), y las Figuras 20 D, E 'y F la

activacion de la SOD extracelular (SODe).

La Figura 20 A muestra los resultados obtenidos en CA de la SODi, y se pudo
observar que en ausencia de CIP (control) hubo un consumo de la enzima hasta
las 2 h de incubacion y, a partir de este punto, se mantuvo relativamente
constante en el tiempo. En presencia de CIP este efecto se invirtio; se encontro
una tendencia de aumento en la activacion de la enzima desde las 2 h de
incubaciéon para ambas concentraciones de CIP (5,17 + 0,06 U.SODi/mg de
proteina). La cual fue semejante a un aumento en la activacion de SODi de 4
veces mayor con respecto de la condicién basal (*p<0,05). Posteriormente a las 4
h de incubacion se observo una tendencia de activacion de SODi en ambas

concentraciones de CIP diferente de la condiciéon basal (*p<0,05).

Un efecto similar fue observado a altas concentraciones de CO2 (Figura 20 C)
en las condiciones basales (control sin CIP). No obstante, en presencia de CIP la

actividad de la enzima SODi disminuye en funcién del tiempo (*p<0,05). En bajas
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concentraciones de CO:2 (Figura 20 B) hay una reduccién de la actividad
enzimatica hasta las 2 h de incubacién en las tres variables estudiadas. Esta
reduccién fue muy similar en el control sin CIP (basal) y CIP 50 pg/mL.
Seguidamente se observo una recuperacion de la actividad de la encima alas 4 h
de incubacion, la cual fue significativamente diferente con respecto del control
solo para CIP 0,5 pg/mL (*p<0,05).

En CA la actividad de la enzima SODe (Figura 20 D) fue diferente a la
observada en SODi (Figura 20 A). En la condicion basal se favorecié la activacion
de la SODe desde las 2 h de incubacién con valores de 15 + 0,04 U. /mg de
proteina. En presencia de CIP ambas concentraciones promovieron un consumo
de SODe a valores de 8 + 0,04 U.SODe/mg de proteina. Por lo tanto, un 47% de
esta enzima fue consumida para contrarrestar la formacién de ERO inducidas por
la accién de CIP respecto del control a las 2 h de incubacién. Pasadas las 2 h de
incubacién se observé como el control sigue una tendencia de activacion de la

enzima, sin embargo, en presencia de CIP permanece contante (*p<0,05).

A altas concentraciones de CO2 (Figura 20 F) se observo una activacion de
SODe (14 + 0,03 U.SODe/mg de P) a las 2 h de incubacién para las condiciones
basales y, en presencia de CIP, se encontré una disminucion de la enzima hasta
los valores de 10 + 0,04 y 9 + 0,04 U.SODe/mg de P, para CIP 0,5 y 50 pg/mL
respectivamente (*p<0,05). Lo cual represent6 un consumo de 36% de la SODe
por ambas concentraciones de CIP respecto del control. Posteriormente a las 4 h
de incubacion se observé un aumento de la actividad enzimética en todas las

condiciones (*p<0,05).

Se demostroé que en atmdsferas de CO2 50 ppm (Figura 20 E) a las 2 h de
incubacion, solo la concentracion mas alta de CIP, induce un consumo de SODe
(6,29 £ 0,00 U.SODe/mg de P) de 18% respecto del control (*p<0,05). Sin
embargo, a la 4 h de incubacién se observé como CIP 0,5 pg/mL tiende activar la

enzima SODe, respecto del control (*p<0,05).
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Figura 20. Cinética de activacion de SOD intra y extracelular. ( —) Control, ( — ) CIP 0,5

pg/mL y ( ) CIP 50 pg/mL. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las lineas representan
la media = DE. Las Figuras A, B y C muestran los resultados obtenidos de la SODi, en CA, CO2 50
ppm y CO2 50.000 ppm respectivamente. Las Figuras D, E y F muestran los resultados obtenidos
de la SODe en CA, CO2 50 ppm y CO2 50.000 ppm respectivamente. *p<0,05 respecto del control
sin CIP. #p<0,05 entre concentraciones de CIP.

3.5.1.2 Determinacion y cuantificacién de la actividad de CAT

En cuanto a la actividad de la enzima CAT en CA (Figura 21 A) se pudo
observar una activaciéon de la enzima con respecto al control de 1,5+ 0,04y 1,4 £+
0,02 U.CAT/mg de P, lo que equivale a una activacion de 143 y 139% para CIP
0,5 y 50 pg/mL, respectivamente a la 2 h de incubacién (*p<0,05); este tiempo

coincidié con el tiempo de mayor formacion de ERO.

En atmosferas controladas de CO:z la activacion de la enzima fue solo para la

concentracion de CO2 50 ppm (Figura 21 B), con una activacion de 1,3 £ 0,02
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U.CAT/mg de proteina, este valor correspondié a una activacion del 10% para CIP
50 pg/mL, ala 2 h de incubacion, respecto de su control (*p<0,05). Mientras que
para CO2 50.000 ppm se observo una reducciéon de la actividad enzimatica en
todo el tiempo de ensayo (Figura 21 C). Cabe resaltar que a las 4h de incubacién
en todos los casos se observo una reduccién gradual de la actividad enzimatica,
la cual fue mucho més marcada en altas concentraciones de CO: (Figura 21 C,
*p<0,05).
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Figura 21. Cinética de activacién de CAT. ( — ) Control, (—- ) CIP 0,5 pug/mL y ( ) CIP 50
pg/mL Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las lineas representan la media + DE. Las
Figuras A, B y C muestra los resultados obtenidos en CA, COz 50 ppm y COz 50.000 ppm,
respectivamente. *p<0,05 respecto del control. #p<0,05 entre concentraciones de CIP.

3.5.2 Sistema antioxidante no enzimatico

3.5.2.1 Determinacién y cuantificacion de GSH

La capacidad antioxidante de GSH fue diferente para todas las condiciones
ensayadas. En CA (Figura 22 A), se observé un aumento significativo de GSH
para CIP 50 pg/mL al tiempo de mayor formacion de ERO (2 h), respecto del
control (*p<0,05), mientras que para la menor concentracion de CIP no se

observa un cambio significativo en el tiempo del ensayo.

En condiciones de CO2 50 ppm (Figura 22 B) se vio un consumo del GSH a

las 2 h de incubacion (0,13 + 0,00 mM GSH/mg de proteina) en E.coli por la
71



Resultados |

accion de CIP 50 pg/mL respecto del control sin CIP(*p<0,05). Altas
concentraciones de CO:2 (Figura 22 C) favorecieron comportamientos diferentes
entre las concentraciones de CIP. Para CIP 0,5 pg/mL se observé un aumento de
GSH (1,95 + 0,04 mM GSH/mg de proteina), respecto del control sin CIP alas 2 h
de incubacion (*p<0,05). Mientras que para CIP 50 ug/mL se observé un consumo
(0,66 £ 0,00 MM GSH/mg de proteina) a las 2 h respecto del control (*p<0,05).

A las 4 h de incubacion en CA y CO2 50 ppm, hubo una reduccién gradual de
la actividad del GSH. Sin embargo, en condiciones de CO2 50.000 ppm se
observé que altas concentraciones de CIP aumentan la activad de GSH, mientras

CIP 0,5 pg/mL presento el comportamiento contrario.
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Figura 22. Cinética de activacion de GSH. ( — ) Control, ( — ) CIP 0,5 pg/mL y ( ) CIP 50
pg/mL. Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las lineas representan la media + DE. Las
Figuras A, B y C muestran los resultados obtenidos en CA, CO2 50 ppm y CO2 50.000 ppm,
respectivamente. *p<0,05 respecto el control. #p<0,05 entre concentraciones de CIP.

3.5.2.2 Capacidad antioxidante total FRAP

Se determind la capacidad antioxidante total de la bacteria para evaluar como
se contrarrestaba la formacion de ERO y ERN, generadas por CIP en CA y de
CO:a2. El ensayo se llevo acabo por un tiempo total de 4 h, en el cual se observo
para las CA (Figura 23 A) como el poder antioxidante de la bacteria fue reducido
al tiempo de mayor formacién de ERO (2 h) a 44,71 + 0,01 y 43,01 £0,00 uM de

FeSO4/mg de proteina, estos valores representaron una reduccion del 65 y 66%
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con CIP 0,5 y CIP 50 pg/mL, respectivamente en comparaciéon con su control sin
CIP (*p<0,05). Seguidamente se observo una activada a la 4 h de incubacién en
un 64,40 + 0,00 y 236,54 + 0,01 uM de FeSO4/mg de proteina, estos valores
representaron una activacion de 89 y 592% para CIP 0,5 y 50 pg/mL,
respectivamente en comparacion con el control sin CIP (*p<0,05). Esta
disminucién observada a las 2 h en el ensayo de FRAP ante la presencia de CIP,
indico una alteracion en el equilibrio redox de la bacteria, lo cual fue consistente
con el tiempo de mayor formacion de ERO. Al comparar este comportamiento
con las condiciones de CO2, se observo que los AXO de la bacteria fueron

estimulados de forma muy diferente a la observada en CA (Figuras 23 B y C).

En condiciones de CO2 50 ppm (Figura 23 B), fue posible ver al tiempo de
mayor formacién de ERO una activacion de 42,30 + 0,01 y 43,35 + 0,02 uM de
FeSO4/mg de proteina, lo cual represento una activacion del 18 y 21% generada
por CIP 0,5 y 50 pg/mL, respectivamente en comparacion con el control sin CIP.
Seguidamente a las 4 h de incubacion, CIP 50 ug/mL permanece constante,
mientras CIP 0,5 pg/mL, aumentando levemente la capacidad antioxidante, estos

comportamientos fueron diferentes al observado en la condicién basal (*p<0,05).

Los resultados obtenidos en atmésferas de CO2 50.000 ppm (Figura 23 C)
evidenciaron una respuesta del microorganismo frente a la accion de CIP,
observandose un consumo de las AXO de E. coli en un 39,70 £ 0,01 y 42,51 +
0,01 pM de FeSO4/mg de proteina, por lo tanto, este consumo fue de 54 y 51%
para CIP 0,5y CIP 50 ug/mL, respectivamente en comparacion con el control sin
CIP(*p<0,05), al tiempo de mayor formacion de ERO. Seguidamente se observo
para las 4 h, una tendencia de actuaciéon de las AXO genera por ambas
concentraciones de CIP (*p<0,05).
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Figura 23. Cinética de la activacién de FRAP. (—) Control, (— ) CIP 0,5 pg/mL y ( ) CIP

50 pg/mL Los ensayos fueron realizados por triplicado. Las lineas representan la media + DE
(x10?). Las Figuras A, B y C representan los resultados obtenidos en CA, CO2 50 ppm y CO:2
50.000 ppm respectivamente. *p<0,05 respecto el control.

La respuesta antioxidante de E. coli frente al estrés oxidativo causado por CIP
se encontrd afectada por la presencia de CO:z en el tiempo de maximo estimulo de
formaciéon de ERO y ERN. Se comprobd cdmo todas las defensas enzimaticas y
no enzimaticas sufren cambios en su activacion y posterior consumo en presencia
de COo.
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Capitulo4

Discusion

En este capitulo se analizan los resultados obtenidos en

el capitulo anterior con el fin de contribuir al
entendimiento de la participacion del CO, atmosférico en

reacciones intracelulares.
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Las infecciones de tipo microbianas siguen siendo una de las principales
preocupaciones para la comunidad cientifica debido a la propagacién de
microorganismo resistentes a los ATB existentes'?>124, Hay que tener en cuenta
gue las condiciones medio ambientales no son las mismas que hace 20 afos.
Entre los cambios mas evidentes se encuentran los niveles de CO2 atmosférico,
los cuales han aumentado rapidamente, convirtiéndose en una problematica a
nivel mundial. Teniendo en cuenta el papel crucial que el COz2 tiene en reacciones
intracelulares de organismos aerobios, es de esperar que este se convierta en

una problematica a futuro en la cual se vea afectada la salud humana.

En el presente trabajo de tesis doctoral se estudio la influencia del COz en la
accion de CIP sobre el metabolismo oxidativo de E. coli. Los resultados obtenidos
indican que el aumento de las concentraciones de CO:2 respecto de las CA
reducen la actividad de CIP modificando los niveles intracelulares de ERO v,
como consecuencia, producen una disminucion en el dafio oxidativo producido en

E. coli.

El mecanismo de accién de CIP no solo consiste en la unién a la ADN-girasa
para bloquearla, sino que también, se ha demostrado su capacidad para inducir la
formacion de ERO%1%5, Estos eventos parecen estar mediados por el ciclo del
acido tricarboxilico (TCA) y una disminucion transitoria del NADH*®. Al evaluar
este mecanismo secundario de muerte celular, se comprob6 que el CO2 genera
cambios en la formacion de ERO inducidas por CIP. Estos resultados fueron
demostrados por medio de dos técnicas diferentes (NBT y H2-DCFDA), las cuales

se complementaron para determinar las ERO.

El tiempo de mayor formacion de ERO fue a las 2 h de incubacion para
ambas concentraciones de CIP en CA como de CO2. Cabe destacar que el nivel
de formacion de ERO fue mucho menor en atmosferas controladas de CO2 con
respecto a las CA. Esta reduccién fue dependiente de la concentracion de CO2z y

CIP (CO2 50 ppm fue de 88 y 96% para CIP 0,5 y 50 pg/mL, respectivamente, y
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para CO2 50.000 ppm fue de 93 y 99% para CIP 0,5 y 50 pg/mL, respectivamente
(*p<0,05)). Los resultados obtenidos en CA coinciden con antecedentes
reportados en trabajos previos, donde se comprueba que el estrés oxidativo
estaria involucrado no solo en la toxicidad, sino también en el mecanismo de
accion de CIP frente a Proteus mirabilis y S. aureus!®®?. A su vez, trabajos
realizados por Masadeh et al. han demostrado la participacion de ERO como un
mecanismo secundario, responsables de la citotoxicidad inducida por CIP
utilizando diferentes cepas de referencia tales como P. aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis, Acinetobacter baumannii, P. mirabilis, Klebsiella
pneumoniae y Streptococcus pneumoniae 1125127 Sin embargo, ninguno de

estos estudios ha sido evaluado en atmoésferas modificas de COo.

Otro punto que discutir es, el aumento en la formacion de ERN inducidas por
CIP en atmoésferas controladas de CO: respecto de las CA. El cual fue posible
determinar mediante la cuantificacion de nitritos, donde se pudo observar como el
CO2 genera un estimulo en la formacion del NO de forma dependiente de la
concentracion de CIP y CO2. Estas alteraciones en la formacion de ERN en
presencia de CO:2y CIP podrian llegar a favorecer el comportamiento citoprotector
del NO. Este comportamiento ha sido descripto por Wink y Mitchell, indicando que
el NO puede neutralizar ERO vy, a su vez, alterar criticamente biomoléculas como
enzimas y ADN, dependiendo tanto de la concentracion de NO como del
organismo en estudio'?®. Sumado a esta investigacion, King et al. y Salgo et al.
determinaron que un rango de concentraciones de NO entre 0,05 y 8 mM
favorece la formaciéon de ONOO , el cual puede causar lesiones en el ADN y

generar muerte celulart?®13°,

A su vez Gusarov et al, indicando que este fenédmeno protector de NO puede
darse a través de dos mecanismos independientes. El primero de ellos consiste
en que el NO suprime temporalmente la reduccion enzimatica de la cisteina libre
que retroalimenta positivamente la reaccion de Fenton, y el segundo mecanismo

consiste en la activacion de CAT3, También, se ha visto que el NO incrementa la
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resistencia bacteriana en un amplio rango de ATB conocidos por su capacidad de
generar ERO, aumentando la capacidad de supervivencia de las bacterias'®?. Por
lo tanto, es posible que la disminucion observada de ERO en condiciones de COz2
y CIP pueda deberse a una neutralizacién de dichas especies por parte del NO,
debido a que las concentraciones de NO obtenidas en estas condiciones fueron
menores a las descriptas por King et al. y Salgo et al., indicando que el CO:2 es
capaz de interferir en el equilibrio entre la sintesis y el consumo de ERO y ERN

disminuyendo la capacidad de CIP para generar estrés oxidativo en E. coli.

Al bloquear las rutas de formacion de ERO y ERN, por medio de
secuestrantes especificos para dichas especies como el Tiron'33134 el 2,2
dipiridil®*13® y el CPTIO®, se pudo confirmar que el CO:z es capaz de modificar
las rutas de formacion tanto de ERO como ERN de una forma dependiente de la

concentraciéon de CIP y de CO..

En CAy en presencia de CIP, la especie que mas se expreso fue el 02" alas
2 h de incubacién. Esto puede deberse a que el O2" es la primera ERO en
formarse. Los resultados obtenidos con los secuestrantes CPTIO y Tirdn,
demostraron una baja participacién de NO y O2" , indicando que CIP en CA no
induce la formacion de ERN. Estos resultados coinciden con lo descripto
previamente por otros autores, donde se comprob6 que CIP genera estrés
oxidativo en E. coli y S. aureus mediante un aumento del O2" a tiempos cortos y
dependientes de la concentracion de CIP, y a su vez, este aumento de ERO
disminuye los niveles de NO debido a la reaccion entre estos!!®5211054  Ademas,
Masadeh et al. publicé que las ERO generadas por el CIP en E. coli son 02 y
02" e informaron que este efecto es inhibido por el tratamiento previo de
bacterias con agentes antioxidantes como tempol, melatonina, pentoxifilina o

vitaminas E y C'%,

Por otra parte, en condiciones CO2 y en presencia de los secuestrantes

anteriormente nombrados, se observo un cambio en la formacion de las especies
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inducidas por CIP respecto de las CA, siendo el HO"y NO las especies que mas
se aumentan en dichas condiciones. Estos cambios generados en la formacion de
ERO y ERN se pueden deber al desplazamiento del equilibrio entre las
concentraciones internas y externas de COz2, el cual favorece la formacion de
HCO3" y ion carbonato CO3™. Estudios realizados por Ezraty et al. mostraron que

el HCOs™ y COs? reaccionan rapidamente con HO® oxidandolo y formando COs"

6

cuya contante de velocidad para la formacién de estas especies es de k= 8,5x10
-1 -1

y 3,0x108 M s ' respectivamente. Pero también hay que tener encuentra que la

-1 -1
velocidad de formacién de HO® (k= 4x10°> M's ) es mucho menor que la de
formacion de COs", por lo tanto, se cree que la disminucion en la formacion de
ERO se debe al rapido consumo del HO®, que no alcanza a ser compensado por

la velocidad de formacién®3’:4°,

Ademas, la alta participacion observada en condiciones de CO:2 de los
radicales O2" y NO favoreceria la producciéon de ONOO™ y se ha descripto que
este tiene la facilidad de reaccionar con CO:2 para formar el anion
nitrosoperoxicarbonato (ONOOCO:2 ), esta reaccién posee una constante de
velocidad de aproximadamente de 3x10*M1.s1 138 El ONOOCO: posee dos vias
de transformacion. En un ambiente acuoso la reaccion mas probable es la

hidrolisis, la cual produce CO3? y NO2 con una formacion del 60%*3°

, por lo tanto,
el efecto del CO2 seria la eliminacion del ONOO previniendo la nitracién y el
dafio oxidativo. Un efecto similar ha sido observado por Kuwahara et al,
demostrando que el CO: inhibe el efecto citotoxico de ONOO en una infeccion
persistente en el estomago humano generada por Helicobacter pylorit*°. Sin
embargo, en un entorno no polar de membranas, el ONOOCO:2 sufre otras
reacciones que conducen en la formacién de COs™ y ‘NO2 %8; de esta manera, la
reaccion con CO2 desvaria la reactividad del ONOO hacia la formacion de estos
dos nuevos radicales oxidantes con quimicas significativamente diferentes,

dirigidos principalmente a proteinas, tiolatos y residuos aromaticos®.
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Una forma de comprender como el CO2 modifica la formacion de estrés
oxidativo inducido por CIP sobre E. coli es evaluando la oxidacion en marcadores
de estrés oxidativo como lipidos, proteinas y ADN bacteriano. En este trabajo de
tesis doctoral se evidencio que, en CA la mayor oxidacion tanto de lipidos como
de proteinas al tiempo de mayor formacién de ERO (2 h), fue dada por CIP 50
pg/mL. Este dafio fue asociado a la oxidaciéon del Oz2" , quien fue la especie que

mas aumento en dichos tiempos a estas condiciones.

Estos resultados coinciden con los reportados por Péaez et al, quienes
analizaron las alteraciones de macromoléculas (lipidos y proteinas) como
resultado de la generacion de ERO en tres géneros bacterianos diferentes (S.
aureus, E. coliy P. aeruginosa), observando que a tiempos cortos (2 h) hubo una
reduccion de los residuos de carbonilo en S. aureus con CIP, mientras que en las
bacterias gramnegativas, el ATB aumento los residuos de carbonilo con respecto
al control. Posteriormente las cepas sufrieron un aumento de los AOPP en
presencia de CIP, siendo menor el aumento de los niveles de AOPP en la cepa de
S. aureus, que en las otras cepas. Ademas, la lesion oxidativa causada por CIP
gener0 una mayor peroxidacion lipidica en S. aureus que en las cepas
gramnegativas. Por lo tanto, describen que el dafio causado por CIP fue
irreversible y dio lugar a la degradacion de macromoléculas como lipidos y

proteinas bacterianas®11,

Al evaluar dichos marcadores de estrés oxidativo en condiciones de CO2 y
CIP sobre E. coli, se pudo comprobar que la disminucion en el estrés oxidativo y
posterior variacion en la formacidén de especies radicalarias, repercutieron en la
accion de CIP sobre estos marcadores de estrés. Se observd una mayor
oxidacion tanto en lipidos como en proteinas en presencia de CO:2 respecto de las
CA; ademés de una menor oxidacion en él ADN. Este aumento fue mayor para la
condicion de CO2 50 ppm y CIP 50 pg/mL, la cual produjo mayor oxidacion de
lipidos y menor oxidacién en proteinas. Lo que confirmaria que el CO:z induce

cambios en el estrés oxidativo caracteristico de CIP sobre E. coli, dependiendo de
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la concentracion de CIP y de COg2 disminuyendo la formacion de ERO vy

aumentando las ERN a tiempos cortos de incubacion®3:132,

Estas respuestas observadas en la actividad de CIP sobre E. coli en
atmosferas de CO2 pueden asociarse con los resultados obtenidos por Zhao et al.
los cuales demostraron que presiones altas de CO:2 podrian inducir la transicion
de E. coli patogénica al estado de viable pero no cultivable (VBNC, por sus siglas
en inglés). Este estado consiste en una estrategia de supervivencia adoptada por
muchos patdégenos cuando se expone a fuertes tensiones ambientales o estrés
oxidativo'*!. Colwell sefiald que el estado VBNC puede representar un estado
latente que mejora la supervivencia de bacterias no esporuladas en condiciones

ambientales adversas'*?.

Respecto al analisis de la variacion del potencial de membrana utilizando la
sonda fluorescente ANS, los resultados indicaron que tanto en CA como de COg,
CIP induce cambios en el potencial de la membrana bacteriana de forma
dependiente de la concentracion de CIP. Sin embargo, hay que aclarar que el
mayor cambio en el potencial de membrana fue observado en condicion de COz2
50 ppm y CIP 50 pg/mL. Esta variacion en el potencial de superficie indica que
CIP interactia con la membrana bacteriana generando cambios por medio de la
reduccion del numero de sitios de union de la sonda ANS y generando un
incremento en la constante de disociacion de ANS. Lo cual termina afectando el
transporte de electrones de la cadena respiratoria asociada a la membrana

bacteriana, produciendo dafios en lipidos y proteinas!®.

La alta afinidad entre el CO2 y la membrana plasmatica fue demostrada por
Spilimbergo et al. al encontrar que el CO2z podria disolverse en los fosfolipidos de
la membrana celular. Cuando el CO:2 se disuelve en agua, primero se disuelve en
la fase liquida de las células, posteriormente se absorbe como acido carbénico en
forma no disociada. Como la capa interna de la membrana celular es hidréfila, el

CO:2 gaseoso puede acumularse en la membrana celular después de haberse
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difundido en ella'*®. EI CO2 acumulado en la fase lipidica causara la pérdida de
orden de las cadenas lipidicas, lo que aumentara la fluidez y la permeabilidad de
la membrana!#*. Debido a lo anteriormente expuesto, es probable que el aumento
observado tanto en el potencial de membrana como en la oxidacién de lipidos y
proteinas en condiciones CO2y CIP fuese dado por la capacidad que tiene el COz2
para penetrar la membrana microbiana, permitiendo una interaccién directa con

estas macromoléculas.

Al comprobar los dafios generados por CIP en CA y de COz2, se evaluo la
capacidad de esta para generar oxidacion en el ADN bacteriano. Los resultados
obtenidos en la cuantificacion de la 8-OHdG demostraron que CIP en CA puede
generar oxidacion en el ADN bacteriano de forma dependiente de la
concentracién; coincidiendo con lo reportado en cepas sensibles y resistentes de
S. aureus®?, como en E. coli*??>. A su vez Wanxin et al. emplearon un enfoque
integrado metabonomico-protedmico para comparar las proteinas y los
metabolitos expresados diferencialmente de E. coli en ausencia y en presencia
del tratamiento con CIP. Encontrando que la replicacion del ADN se inhibi6 con el
tratamiento con CIP, lo que llevo al aumento de la expresion de las aminoacil-
ARNt ligasas, pero limitd la produccion de metabolitos relacionados con la
biosintesis de aminoacil-ARNt, que en Ultima instancia causaron la disminucion

observada de proteinas relacionadas con la actividad metabolica'?2.

Por el contrario de las CA, CIP en presencia de CO2 no indujo la oxidacion del
ADN en ninguna de las dos concentraciones estudiadas. Esto se puede deber a la
modificacion que el CO2 genera en la actividad de CIP, ya que al disminuir la
formacion de ERO, estas no alcanzan a reaccionar con el ADN, perdiendo el

segundo mecanismo de dafio oxidativo caracteristico de este ATB sobre E. coli.

Muchas bacterias patdogenas han desarrollado mecanismos para censar la
cantidad de COz2 en su entorno que le permiten adaptarse y sobrevivir. El estudio

anteriormente discutido de Zhao et al. en E. coli demuestra que el CO2 puede
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favorecer la supervivencia de la bacteria a estas nuevas condiciones'*. Ademas,
se suma a esta investigacion otros antecedentes reportados en diferentes
microorganismos. Bordetella, una especie de proteobacteria gramnegativa capaz

de infectar el tracto respiratorio humano'4®

, €s capaz de regular la expresion del
factor de virulencia en respuesta a los niveles de CO2. Se ha encontrado que en
cepas de Bordetella bronchiseptica, que no producian toxina adenilato ciclasa
(ACT, es uno de los principales factores de virulencia de Bordetella pertussis) en
CA; en condiciones de CO2 50.000 ppm si produjeron ACT ademéas de otros
factores de virulencia importantes para la colonizacion, la persistencia y la evasion

de la respuesta inmune del hospedero®#’.

Las anhidrasas carbdnicas (AC) bacterianas de clase a y B son
metaloenzimas de zinc que catalizan la hidratacion reversible del COg2
manteniendo el equilibrio intracelular de CO2/HCOs requerido para las
reacciones biosintéticas. El analisis de la secuencia del genoma de P. aeruginosa
PAQOL1, indico que ésta posee un tipo de AC (psAC1) que le permite adaptarse y
sobrevivir en condiciones de CO2 50.000 ppm*°. Se ha demostrado in vivo que el
crecimiento de E. coli, esta estrictamente correlacionada con la actividad de AC (a
y B) a la concentracion de CO:2 en el ambiente, las cuales son bajas. Su rapida
difusién desde la célula significa que se produce espontaneamente una cantidad
insuficiente de HCOs in vivo para satisfacer las necesidades metabdlicas y
biosintéticas de la bacteria’*®. Por lo tanto, las AC juegan un papel fundamental
en la supervivencia de estas bacterias debido a su alta eficiencia para transformar
niveles altos de CO2 a HCOs . Estos resultados indicarian que los cambios
observados en la accion de CIP sobre E. coli en atmoésferas de COz2, podrian estar

estrechamente relacionados con una alta actividad de dicha enzima.

Al evaluar la respuesta antioxidante de E. coli frente a los diferentes
tratamientos, se observd como el CO:z ejerce cambios en la activacion de los AXO.
En CA se encontré una activacion de casi todas las defensas antioxidantes al

tiempo de méximo estimulo de ERO, exceptuando la SODe, donde se observo un
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consumo enzimatico. Esta activacion se debe al O2", el cual es rapidamente
oxidado en mayor medida por SODi en un 346% y CAT en un 141% para ambas
concentraciones de CIP, pero en GSH esta activacion fue de 102 y 727% para
CIP 0,5 y 50 pg/mL con respecto al control. Los resultados obtenidos utilizando el
ensayo de FRAP confirmaron un consumo de la capacidad antioxidante total a las
2 h de incubaciéon. Este comportamiento se asemeja a lo reportado por otros
autores, donde evaluaron la capacidad de CIP para inducir la formacion de ERO
por medio de la activacibn de AXO sobre E. coli. Entre los antioxidantes
controlados, el glutation y el &cido ascorbico fueron quienes brindaron la mayor
proteccion contra la accion de CIP. La participacion O2" y el H202 en la accion
antibacteriana del ATB se analizé mediante el uso de SOD y CAT encontrando
que CIP también induce una activacion de estas defensas enzimaticas®’. Este
comportamiento también ha sido descripto para otros géneros bacterianos como

como P. aeruginosa, P. mirabilis y S. aureus®112118,

En condiciones de COg, la activacion de los AXO fue mucho menor en SOD,
CAT y FRAP respecto de lo observada en CA. Esto se puede atribuir a la
disminucién en la formacién de ERO producto de la interaccién de CIP con COz,
conllevando a una menor activacion de las AXO para neutralizar dichas especies.
Sin embargo, el GSH fue la especie mas aumentada en presencia de COz;
observandose una dependencia entre la concentracion de CIP y de CO2. En COz
50 ppm el aumento en la formacién de GSH con respecto a las CA fue de 121%
para CIP 0,5 pg/mL, mientras que en CIP 50 pg/mL se observé un consumo del
82% de GSH. En CO2 50.000 ppm, ambas concentraciones de CIP indujeron un
consumo de GSH con respecto a las CA de 32 y 96% para CIP 0,5 y 50 pg/mL,
respectivamente.

Goswami et al. han demostrado que el GSH disminuye el efecto
antibacteriano de CIP, neutralizando el estrés oxidativo asociado a dicho ATB y
promoviendo la salida de este de la célula'®. Por lo tanto, las variaciones

observadas en la actividad de CIP en presencia de CO:2 podrian deberse a la
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participacion activa del GSH, el cual favoreceria la supervivencia de E. coli. El
CO:2 disminuy6 la capacidad de CIP para producir un desbalance oxidativo por
medio de una menor formacion de ERO en E. coli, las bajas concentraciones de
ERO pudieron ser neutralizadas, bien sea por la accion del NO o por GSH, por lo
gue, la bacteria no activdé en forma significativa las defensas antioxidantes. Los
resultados obtenidos en la curva de muerte y la cuantificacion del dafio oxidativo
al ADN indicaron que los dafios generados en lipidos y proteinas podrian llegar a
ser reparados permitiendo a la bacteria recuperarse y sobrevivir a la accion del
ATB.

Un estudio reciente, sobre el efecto del bicarbonato de sodio como
potenciador en la actividad de algunos ATB como CIP sobre E. coli, mostré que el
HCOs es intrinsecamente antibacteriano. Su mecanismo de accién es actuar
como disipador selectivo del gradiente de pH transmembrana que, junto con el
potencial de membrana, constituyen la fuerza proton motriz de las bacterias.
También se ha demostrado que, entre muchas otras sales organicas, el HCOs es
la Unica capaz de producir dichos efectos, lo que refuerza el poder de este

sistema tampodn.

El sistema tamp6n de HCOs es eficaz en consumir los protones en exceso,
proporcionando un mecanismo eficiente para provocar un cortocircuito en el
gradiente de protones transmembranal bacteriano'°. Por consiguiente, se
favorece la desprotonacion de CIP permitiendo una interaccion mas fuerte con el
sitio activo de la ADN-girasa, produciendo un bloqueo y la funcion de deshacer el
superenrollamiento de la doble cadena de ADN se pierde. Por lo tanto, no se
genera la interaccion con las enzimas encargadas de la replicacion propiamente
dicha y la bacteria queda incapacitada para dividirse y finalmente muere!®%152

(Figura 25, mecanismo color rojo).

En nuestros experimentos se favorecié el mecanismo contrario, el efecto nulo

observado en la curva de muerte en ambas concentraciones de CIP en presencia
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de COz2 se puede deber al gran aumento de CO2 en el medio de incubacion. El
cual generaria un desbalance entre el CO2 externo e interno, favoreciendo el
aumento de protones en el medio intracelular y, como consecuencia, CIP perderia
la capacidad de liberar el proton acido del carboxilo, anulando un punto de
interaccion entre CIP y el ADN-girasa. Se ha demostrado que el ambiente quimico
proporcionado por dicho acido en la posicion 3 y el carbonilo en la posicién 4 de la
CIP (Figura 24), es necesario para la uniéon con la ADN-girasa, por lo tanto,

esencial para la actividad antibacteriana (Figura 25, mecanismo color azul)®3,

Figura 24. Estructura de la molécula de CIP. Esquema numérico que indica la posicion de los
grupos funcionales.
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Figura 25. Modo de accion de la CIP en la ADN-girasa. Efectos de la interaccion de CIP con CO:2
yHCOs .

Los resultados obtenidos indican que el COz2 no solo modifica la capacidad de CIP
para inducir estrés oxidativo sino también que podria afectar el mecanismo accion
de CIP sobre la ADN-girasa, deshabilitando los dos mecanismos de accion del
ATB que le permiten ejercer su efecto bactericida sobre E. coli favoreciendo la
supervivencia del microorganismo. El cual podria en un futuro, ser causante de

una infeccion mas resistente en el hospedero.
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Partiendo de la hipdtesis que involucra la participacion del CO2 atmosférico en
reacciones intracelulares, y como éste, influencia la accién de un ATB frente a
una infeccion bacteriana, se pudo demostrar en este trabajo de tesis doctoral que,
en concentraciones de 50 y 50.000 ppm de CO2, fue posible evidenciar
modificaciones en la accion de CIP sobre E. coli, el cual genero un desequilibrio
entre el CO2 atmostérico Y €l COz2 interno. ESte desequilibrio conllevé a cambios en la
respuesta oxidativa de la bacteria frente al estrés oxidativo generado por CIP en
condiciones de CO:2 con respecto a las CA. Ambas concentraciones de CIP
exhibieron disminucion de la formacién de ERO, mas especificamente el HO".
Ademas, una variacion en la formacién de ERN que pueden llegar a actuar como

defensas antioxidantes, contrarrestando las especies prooxidantes.

La participacion del NO en condiciones de COz, requiere mas estudios que
permitan una mejor comprension sobre su participacién en la disminucion de la
actividad de CIP y ERO. A su vez, fue evidente un consumo de GSH en presencia
de CO2 a ambas concentraciones de CIP, de esta manera se altera la injuria

oxidativa caracteristica de CIP sobre E. coli disminuyendo su actividad.

El cambio en el desequilibrio oxidativo generado por CO:2 sobre la accion de
CIP fue claramente reflejado en los marcadores de estrés. Debido a la
permeabilidad que el CO2 tuvo sobre la membrana bacteriana, fue posible
evidenciar un aumento en la peroxidacion lipidica y la oxidacion de proteinas, de
forma dependiente de la concentracién de CIP; en ambas concentraciones de
CO2 respecto a las CA. Cabe destacar que, si bien hubo un aumento en la
oxidacion generada a estas macromoléculas, ésta disminuyé conforme se
aumento la concentracion de CO:z y de CIP. Indicando la perdida de actividad del

ATB aun en altas concentraciones.

Al estudiar el dafo al ADN inducido por CIP en condiciones de COz, no se
evidencio oxidacion al tiempo maximo de generaciéon de ERO, en ninguna de las

dos concentraciones de CIP. Mientras que en CA fue posible observar la
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oxidacion del ADN, esta fue dependiente de la concentracion de CIP. Por lo tanto,
la oxidacion observada tanto en lipidos, como en proteinas pudo llegar a ser
censados y reparados por la bacteria, permitiéndole seguir con desarrollo

infeccioso en el hospedero, aun frente a concentraciones supraCIlM.

También hay que tener en cuenta que un aumento de &cido carbdnico en el
medio intracelular favoreceria el aumento de protones, evitando la forma
desprotonada de CIP, la cual es la responsable de la interacciéon entre CIP vy el

ADN, conduciendo a una pérdida de su accion bactericida frente a E. coli.

Lo anteriormente expuesto demostré que el CO2z es un factor importante para
tenerse en cuenta al momento de evaluar la actividad antibacteriana de un ATB
frente a una bacteriana. Se debe considerar que las CA de CO2 son mas bajas,
en comparacion las concentraciones de CO: intracelular del cuerpo de los
mamiferos. Por lo tanto, esto podria ser un factor clave para explicar la
supervivencia exitosa de ciertos agentes infecciosos y la microbiota, debido a la
existencia de niveles altos de CO2 en los cuales es mas probable que prosperen.
Ademas, los efectos potenciadores de la supervivencia y la virulencia de los
patdgenos, asi como los efectos inmunosupresores del hospedero, pueden
representar nuevos objetivos terapéuticos potenciales para combatir

enfermedades infecciosas.

Proyecciones

Los estudios sobre las implicancias de las emisiones de gases atmosféricos
sobre organismos aerobios estan cobrando importancia en la comunidad
cientifica. Por lo que, en base a los resultados obtenidos en este trabajo es
importante profundizar en el estudio del mecanismo por el cual el CO2 modifica la
accion de CIP alterando la via de produccion de ERO, ERN vy la inhibicién de la

ADN-girasa.
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Es importante estudiar la participacion del NO y el COz" en las modificaciones
asociadas a la accion de CIP sobre E. coli, por medio de secuestrantes de la

anhidrasa carbdnica, ademas de los posibles genes involucrados en estas
adaptaciones.

Se hace necesario evaluar la influencia del CO2 sobre otro tipo de géneros y
especies microbianas, asi como de ATB bactericidas. Todo esto con la finalidad
de comprender su participacion he implicancias en la resistencia a

antimicrobianos.
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ANEXO

SOLUCION BUFFER Y MEDIOS DE CULTIVO

Anexo NN

Buffer salino fosfato (PBS)

NaCl 809
KCI 0249
Na,HPO, 1,159
KH,PO4 0249
Agua destilada c.s.p 1000 mL

pH: 7,0 £0,2
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