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ARTÍCULO  ORIGINAL

RRRRRESUMENESUMENESUMENESUMENESUMEN
Todos los organismos vivos están expuestos a oxidación debida a radicales libres (ROS), producidos por las células a partir de estímulos
de agentes ambientales. En el presente trabajo se identifica, mediante estudios de genómica comparativa, la secuencia de bases de
la enzima PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) ortóloga de maíz (Zea mays L.) conocida por su función relevante en el
mantenimiento del estado reducido de las células.
Se encontró que esta enzima contiene las secuencias características del sitio activo de la enzima PTEN de otros eucariontes. Para
corroborar la función de PTEN y su sensibilidad a los ROS, se analizó el efecto del agua oxigenada en el proceso de germinación
del maíz y el efecto protector de la adición del extracto metanólico de semillas de tamarindo (EMT), con una concentración conocida
de antioxidantes polifenólicos. Se demostró la participación de PTEN de maíz en la vía de transducción de señales PI3K-TOR, la cual
es activada por la aplicación de insulina analizando su respuesta a esta hormona. Se encontró que tanto la insulina como el peróxido
de hidrógeno estimulan en el maíz la síntesis de novo de las proteínas ribosomales, medida por la cantidad de [35S]-metionina
incorporada a estas proteínas, además de tener un efecto mitogénico, como se constató midiendo la incorporación de [3H]-timidina
en el ADN.
Estos efectos fueron neutralizados por el extracto de tamarindo, dada su capacidad de restaurar la actividad de la fosfatasa PTEN,
como se demuestra al determinar la incorporación de [32P]-ortofosfato en los fosfatidilinosítidos PIP3 y PIP2 (fosfoinosítido 3,4,5 trifosfato
y fosfoinosítido 4,5 bifosfato).
Los resultados indican que la inhibición de la enzima PTEN por agentes oxidantes puede ser revertida por compuestos polifenólicos
como los identificados en extractos de tamarindo (EMT). Así mismo, resaltan la posibilidad de identificar por medio de bioensayos en
el maíz, compuestos con alto contenido de polifenoles que permitan ser usados para mantener el estado reducido de los organismos.
Palabras Clave: antioxidante, especies reactivas de oxígeno, proteína cinasa, PTEN, transducción de señales.

AAAAABSTRACTBSTRACTBSTRACTBSTRACTBSTRACT
All living organisms are exposed to lethal oxidative effects from free radicals (ROS) produced in their cells from environmental or
internal agents. The present research is concerned with the identification, by data base comparative genomic studies, of the maize
(Zea mays L.) orthologue PTEN (Phosphatase and Tensin homolog), a relevant enzyme in maintaining the reduced state of living
organisms.
The maize enzyme showed to contain the characteristic PTEN active site nucleotide sequences of other eukaryotes. To corroborate
PTEN sensitivity to ROS, the effect of H2O2 was determined on seed germination. The protective antioxidant effect of a methanolic
extract from tamarind seeds (EMT), due to its polyphenol concentration, was also determined.
The participation of PTEN in the PI3K-TOR maize pathway, was shown by analysis of its response to insulin, as well as to H2O2. Both
compounds stimulated cell growth of germinating seeds, increasing [35S]-methionine incorporation into de novo ribosomal protein
synthesis. Furthermore, a mitogenic effect, induced by either of these compounds was made evident by the increment of [3H]-
thymidine incorporation into DNA. These effects were avoided by the presence of polyphenolic antioxidants, that restored PTEN
activity, as demostrated by measuring [35P]-incorporation into the phosphoinositides PIP3/PIP2 (Phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate/phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) in the analyzed tissues. These results indicate that enzyme PTEN inhibition by
ROS might be reversed by polyphenol compounds as those present in EMT. These results strengthen the possibility of identifying,
through bioassays in plants, compounds with high polyphenol content that might be used to help on the maintenance of living
organisms into a reduced state.
Key Words: antioxidant, ROS, protein kinase, PTEN, signal transduction.
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a enzima PTEN es una fosfatasa cuyo principal sustrato
es el fosfoinosítido PIP3 al que hidroliza para formar
PIP2. Su nombre se deriva de su función como supresor
de tumores (phosphatase and tensin, homolog deleted

on chromosome 10), ya que es uno de los genes humanos más
frecuentemente mutados en varios tipos de cáncer[1,2].

Esta enzima juega un papel central en la ruta de señalización
PI3K-TOR en eucariontes[3], donde PIP3 funciona como segundo
mensajero para ciertos factores del crecimiento como la insulina,
el IGF (factor de crecimiento tipo insulina) y el EGF (factor de
crecimiento epidermal). La activación de esta vía genera corriente
abajo, efectos antiapoptóticos y de regulación del crecimiento[4,5]

(ver diagrama en la Fig. 1).

La proteína PTEN presenta dos dominios en su molécula, el de
fosfatasa en la región N-terminal y el dominio C2 en la región C-
terminal, ambos son necesarios para la actividad enzimática[3].
Dentro del dominio fosfatasa se encuentra el "p-loop" o sitio
catalítico (122-HCKXGKXR-131) característico de la gran familia
de las proteínas fosfatasas de residuos de tirosina (PTP´s) a la
cual pertenece PTEN, siendo los residuos Cys124 y Arg130 claves
para su actividad catalítica[4,6,7].

LLLLL
IIIIINTRODUCCIÓNNTRODUCCIÓNNTRODUCCIÓNNTRODUCCIÓNNTRODUCCIÓN

Recientemente se ha demostrado que la exposición de células de
diferentes orígenes al H

2
O

2
 da como resultado la oxidación de

PTEN, ocasionada por la formación de un puente disulfuro entre
los residuos Cys124 y Cys71, lo que inhibe temporalmente su
actividad, generando un incremento en la concentración de PIP3
y la activación de la vía de transducción de señales PI3K-TOR.
Así, aun a bajas concentraciones el H

2
O

2
, promueve procesos

relacionados con la formación de radicales reactivos de oxígeno
(ROS); lo cual provoca un incremento en el crecimiento y la
proliferación celular no controlados, que conllevan a la formación
de tumores y al cáncer[8].

Esta señal puede ser revertida por antioxidantes[9-13]. En plantas,
la enzima PTEN ha sido muy poco estudiada, así como también
la vía de transducción de señales PI3K-TOR en la que participa.
En el maíz se ha reportado un factor proteico (ZmIGF) de la familia
de los "Insulin-like" growth factors (IGFs), el cual favorece la
germinación y el crecimiento de ejes embrionarios del maíz,
incrementando significativamente la síntesis de proteínas
ribosomales[14] y la del ADN[15]. Este proceso depende también
de la vía de transducción de señales PI3K-TOR, la cual antagoniza
con la acción de PTEN a nivel de los pozos de los fosfolípidos
PIP3/PIP2 (ver diagrama en la Fig. 1) en forma similar, a la vía
equivalente de mamíferos[16,17].

Figura 1. Esquema de la vía de transducción de señales PI3K-TOR (modificado de HayFigura 1. Esquema de la vía de transducción de señales PI3K-TOR (modificado de HayFigura 1. Esquema de la vía de transducción de señales PI3K-TOR (modificado de HayFigura 1. Esquema de la vía de transducción de señales PI3K-TOR (modificado de HayFigura 1. Esquema de la vía de transducción de señales PI3K-TOR (modificado de Hay [12][12][12][12][12]) .) .) .) .) .
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 Agricultural Chemists): el método de Folin-Ciocalteu modificado
por Singleton y Rosi (1965)[21], y el método de reducción con
DPPH[22].

Porcentaje de inhibición del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
y determinación de la capacidad antioxidante
Se usó la cinética de la reacción de la inhibición de DPPH por el
método de Sánchez-Moreno y colaboradores (1998)[23] como
sigue: Se preparó una solución molar de 6X10-5 de DPPH (Sigma
Aldrich).

Se determinó la absorbancia de la solución a 515 nm, y se siguió
por espectrofotometría la desaparición del radical cuando se
adicionaron 75 µl de solución de fenoles estándar y/o de extractos
de tamarindo.

Las concentraciones de estándares (ácido gálico, ácido ferúlico
y BHT (t-2,6-diterbutoxi-4-metilfenol) y los extractos de tamarindo
fueron los siguientes: 0.240 mg/ml (que corresponde a una
solución de 1.07 mM de BHT), 0.120 mg/ml (0.5 mM de BHT). Las
determinaciones se hicieron cada 12 segundos al principio de la
reacción y cada minuto al final. Se obtuvo el porcentaje de
inhibición usando ácido gálico como patrón como lo recomienda
Katalinic (2006)[24]:

% de inhibición = Abs
t=0

 - Abs
t=13 min

/ Abs
t=0

 x 100.

Se calculó también la concentración de fenoles que disminuye
la concentración inicial de DPPH al 50%, denominada por Sánchez-
Moreno como EC

50
 y el tiempo necesario para llegar a un estado

estacionario conocido como T
EC50

. También se calculó la
capacidad antioxidante denominada AE que se define como
AE=1/EC

50
T

EC50
.

Medición del contenido fenólico de extractos de tamarindo con
el reactivo de Folin-Ciocalteu
Se construyó una curva estándar con diluciones de los estándares
BHT, ácido gálico y ácido ferúlico. Se utilizaron diluciones de
0.120 mg, 0.060 mg y 0.012 mg del extracto seco de tamarindo. Se
añadieron 2.5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu y 30 ml de agua
destilada. Después de 3 minutos se agregó 7.5 ml de carbonato
de sodio al 10% y se aforó cada muestra a 50 ml. Se midió la
absorbancia a 765 nm, después de 2 hrs de reacción a temperatura
ambiente.

Con el método de Singleton y Rosi[21] se midió la actividad de
extractos de semilla de tamarindo con diferentes disolventes y
se obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla I,
comparando la reducción del reactivo con 1 mg de residuos sólidos
de extractos de tamarindo con 1 mg de BHT y de ácido ferúlico.
Se calculó la actividad reductora de 1 mg de los extractos metanólico
(EMT) y de acetato de etilo secos. Se observó que el extracto
metanólico tiene una actividad similar a la del ácido ferúlico, pero
del orden 10 veces mayor que la del antioxidante comercial.

Los antioxidantes son sustancias que evitan la formación de
radicales libres, retardan el inicio o bien disminuyen la velocidad
de oxidación en los organismos, evitando por consiguiente la
formación de los ROS[18]. Existen diversos antioxidantes que
provienen de productos vegetales, entre ellos los polifenoles,
que se definen químicamente como sustancias que tienen un
anillo aromático con uno o más sustituyentes hidroxilo, incluyendo
sus derivados funcionales como ésteres, éteres, glucósidos, etc.
Entre los compuestos fenólicos que existen en los materiales
vegetales se pueden mencionar la hidroquinona, la vainillina y
el ácido gálico, que pueden clasificarse como fenoles simples, o
los derivados del ácido hidroxicinámico de los cuales el ácido
clorogénico y los flavonoides forman el grupo más importante[18].
En particular, el tamarindo (Tamarindus indica L.), de la familia
Leguminosae, que crece en amplias regiones subtropicales, se
ha descrito que contiene abundantes antioxidantes fenólicos,
como los polifenoles, en extractos metanólicos del pericarpio,
entre los que se ha determinado la presencia de trímeros,
tetrámeros, pentámeros y hexámeros de procianidina junto con
otros derivados fenólicos[19].

Dada la importancia de estos compuestos antioxidantes en la
prevención de la oxidación y el daño a los organismos vivos, se
han propuesto probar la bioactividad de dichos antioxidantes en
cultivos celulares. Éste es un instrumento que está emergiendo
rápidamente en muchos campos de investigación[20],
específicamente con el objeto de determinar el efecto antioxidante
en tipos particulares de células y su capacidad de absorción de
los radicales.

El presente trabajo de investigación tiene como objetivo
demostrar la presencia de PTEN en el maíz y su función en
relación a mantener bajos los niveles de PIP3 a fin de regular
la vía PI3K-TOR. Así mismo, se pretende demostrar el efecto
antioxidante de una mezcla polifenólica que permita recuperar in
vivo la actividad de PTEN al estar inhibida por ROS.

MMMMMATERIALATERIALATERIALATERIALATERIAL     YYYYY     MÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOS

Medición del contenido fenólico de extractos deMedición del contenido fenólico de extractos deMedición del contenido fenólico de extractos deMedición del contenido fenólico de extractos deMedición del contenido fenólico de extractos de
tamarindo:tamarindo:tamarindo:tamarindo:tamarindo:
Preparación de extractos de semilla de tamarindo
Ochenta gramos de semillas de tamarindo limpias y secas,
obtenidas de 280 g de vainas de tamarindo, se molieron en una
licuadora. En un aparato de Soxhlet se desengrasaron las semillas
molidas con hexano durante 3 hrs y posteriormente con acetato
de etilo hasta que no hubo coloración en el disolvente. A
continuación se extrajo el polvo con metanol para obtener los
compuestos más polares. Se evaporó el disolvente de los extractos
y se determinó el residuo seco de cada uno de ellos.

Se seleccionaron dos métodos para evaluar la capacidad
antioxidante de extractos de semilla de tamarindo que son los
recomendados actualmente por la AOAC (Association of  Official
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Los resultados de esta determinación pueden verse en la Tabla
I, que muestra la mayor actividad en el extracto metanólico que
la del extracto de acetato de etilo, equivalente a la del ácido gálico.

Para esta investigación, se decidió usar el EMT que corresponde
a una mezcla de polifenoles para evaluar su efecto como
antioxidante en la función de PTEN de maíz, calculando los
miliequivalentes de extracto que reaccionarían con un equivalente
de H

2
O

2
.

Material BiológicoMaterial BiológicoMaterial BiológicoMaterial BiológicoMaterial Biológico
En los experimentos realizados en este trabajo, se utilizaron tanto
semillas como ejes embrionarios de maíz (Zea mays L.) cv.
Chalqueño. Las semillas se colocaron en agua corriente y en
agitación por un par de minutos, posteriormente en un matraz se
les adicionó etanol al 70 % durante 5 minutos, se eliminó y
enseguida se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5 %
durante 5 minutos. Finalmente, se enjuagaron de 3 a 4 veces con
agua estéril.

Efecto fisiológico del peróxido de hidrógeno (H2O2) y del EMT
Lotes de 50 semillas desinfectadas se colocaron en charolas de
plástico en medio de dos capas de algodón y se embebieron: el
lote control únicamente en agua y los demás lotes en peróxido
de hidrógeno a diferentes concentraciones. Esto se realizó en
presencia y ausencia de EMT 1 mg/ml. El tiempo de incubación
fue de 72 hrs a 24 ºC ± 2 °C en oscuridad constante. Al final del
experimento se determinó la longitud de la raíz y del coleóptilo
de las plántulas obtenidas en cada lote.

Incorporación de [35S]-metionina en proteínas de ejes
embrionarios de maíz
Semillas desinfectadas de maíz se hicieron germinar y después
de 24 hrs los ejes embrionarios se disectaron y se incubaron
durante 2 hrs en medio líquido de Murashige-Skoog (MS)[25] (1.5
ml/g de ejes) en oscuridad a 25 ° C ± 2 ° C en presencia de 200 µCi
de [35S]-metionina (sp. Act. 43.5 TBq/mmol).

Los ejes se homogenizaron con N
2
 líquido en cuatro volúmenes

de regulador de extracción (50 mM tris-ácido acético, 50 mM KCl,
5 mM acetato de magnesio, 5 mM 2 b-mercaptoetanol, 250 mM
sacarosa, todo a pH 8.2) por gramo de muestra. Después de

centrifugar a 15 000 rpm (rotor SS-34 de Sorvall) durante 30
minutos a 4 °C, el sobrenadante se colocó sobre un colchón de
sacarosa 0.5 M y 0.5 M de KCl en regulador de extracción y se
centrifugó a 53 000 rpm (rotor 75 Ti de Beckman) durante 3 hrs.

El botón de ribosomas se resuspendió en un volumen mínimo de
regulador A3 (Hepes 20 mM, KOH 20 mM, acetato de magnesio
5 mM, acetato de potasio 125 mM, 2-mercaptoetanol 6 mM a
pH=7.6), se añadió acetato de magnesio 1M (décima parte del
volumen), dos volúmenes de ácido acético glacial y se dejó con
agitación ocasional por lo menos 1 hora en hielo[26].

Posteriormente se centrifugó a 8 000 rpm (rotor SS-34 de Sorvall)
durante 15 minutos. El sobrenadante se precipitó con 5 volúmenes
de acetona fría durante toda la noche a -20°C y luego se
centrifugó a 5 000 rpm, como se realizó anteriormente. Se evaporó
la acetona para obtener las proteínas ribosomales.

A partir del sobrenadante obtenido con el gradiente de sacarosa
se precipitaron las proteínas citoplásmicas con TCA a una
concentración final de 10 %, dejándose toda la noche a 4 °C. Se
centrifugaron a 5 000 rpm (rotor SS-34 de Sorvall) durante 15
minutos y se resuspendieron en un volumen mínimo de agua
desionizada alcalinizada con KOH.

La marca radioactiva se cuantificó utilizando un contador de
centelleo líquido (LS6000IC de Beckman) tanto para las proteínas
ribosomales como para las citoplásmicas.

Efecto del H2O2 y del EMT en la síntesis de ADN
Incorporación de [3H]-timidina en ejes embrionarios de maíz
Se disectaron los ejes embrionarios de semillas de maíz con 36 hrs
de germinación, los cuales después se incubaron durante 18
horas en medio MS (1.5 ml de medio por gramo de tejido) con [3H]-
timidina (5 µCi/ml), a 25ºC±2°C en oscuridad constante.

Posteriormente se aplicaron los siguientes tratamientos:
control (agua), insulina 200 µU/ml o H

2
O

2
 20 nM final. Los ejes

embrionarios correspondientes se trataron 30 minutos antes de
los tratamientos indicados con EMT 1 mg/ml, y se incubaron a
tres diferentes tiempos (15, 30 y 60 min) bajo las mismas
condiciones. A continuación se lavaron dos veces con agua

Actividad antioxidante
de 1 mg de reductor

Extracto metanólico (1mg) (EMT)
Extracto de acetato de etilo (1 mg)
BHT
Ácido ferúlico

Tabla I. Equivalencia de la actividad reductora de 1 mg de extractosTabla I. Equivalencia de la actividad reductora de 1 mg de extractosTabla I. Equivalencia de la actividad reductora de 1 mg de extractosTabla I. Equivalencia de la actividad reductora de 1 mg de extractosTabla I. Equivalencia de la actividad reductora de 1 mg de extractos
secos de semillas de tamarindo, expresado como BHT o de ácidosecos de semillas de tamarindo, expresado como BHT o de ácidosecos de semillas de tamarindo, expresado como BHT o de ácidosecos de semillas de tamarindo, expresado como BHT o de ácidosecos de semillas de tamarindo, expresado como BHT o de ácido
ferúlico con la concentración molar de ácido gálico.ferúlico con la concentración molar de ácido gálico.ferúlico con la concentración molar de ácido gálico.ferúlico con la concentración molar de ácido gálico.ferúlico con la concentración molar de ácido gálico.

Concentración molar de
ácido gálico (170 g/mol)

6.0 x 10-6

6.8 x 10-5

2.05 x 10-5

7.72 x 10-6

desionizada estéril y se prosiguió a la extracción de ADN.

Extracción de ADN a partir de ejes embrionarios
Los ejes embrionarios fueron pulverizados en N

2
 líquido

y tratados con las siguientes soluciones a 65°C: 4 ml/
g de tejido de CTAB /g (CTAB 2% (p/v), Tris-HCl
100mM, pH 8, EDTA 20 mM, pH 8, NaCl 1.4 M) y 0.5 mg/
g de tejido de CTAB/NaCl (2.05g de NaCl en 40 ml de
agua y lentamente añadir 5 g de CTAB agitando y
calentando, aforar a 50 ml). La muestra se mezcló
fuertemente y se incubó a 65°C por una hora con
agitación ocasional[27]. Las muestras se extrajeron 2 veces
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centrifugó a 2000 g (rotor SS-34 de Sorvall) por 6 min a 4 ºC, la fase
inferior fue separada y la fase superior se extrajo dos veces más
con 500 µl de cloroformo, separándola por centrifugación. Todas
las fases inferiores colectadas se combinaron y se lavaron dos
veces con 2 ml de metanol/HCl 1 N (1:1 v/v), centrifugándose a
2000 g (rotor SS-34 de Sorvall) por 6 minutos a 4 ºC, el producto
se secó y almacenó a -70 ºC hasta su utilización.

Cromatografía en capa fina de fosfolípidos[29]

Los fosfolípidos obtenidos de las membranas se solubilizaron en
una mezcla de cloroformo/metanol (2:1 v/v). Las muestras se
colocaron sobre cromatoplacas de gel de sílice (sílica gel 60 de
MERCK) con un espesor de 0.25 mm, pretratadas con una
solución de oxalato de potasio al 1% y secadas a 100 ºC durante
60 min justo antes de usarlas. La separación se llevó a cabo con
una solución de cloroformo/metanol/acetona/ácido acético/
agua (40:14:15:12:7,v/v/v/v/v), durante 2.5 hrs. Los fosfolípidos
se revelaron utilizando dos procedimientos: A) La placa se
sumergió en ácido fosfomolíbdico (14 ml de H

2
SO

4
, 1.25 g de

sulfato cérico de amonio y 20 g de ácido fosfomolíbdico aforados
a 500 ml, con agua desionizada) durante un minuto y se secó con
aire caliente hasta su visualización. B) La placa se expuso a
vapores de yodo en una cámara, previamente saturada con
vapores de yodo, hasta la visualización de los fosfolípidos.

RRRRRESULTADOSESULTADOSESULTADOSESULTADOSESULTADOS

Identificación de PTEN de maíz por homología deIdentificación de PTEN de maíz por homología deIdentificación de PTEN de maíz por homología deIdentificación de PTEN de maíz por homología deIdentificación de PTEN de maíz por homología de
bases con la correspondiente enzima de otrosbases con la correspondiente enzima de otrosbases con la correspondiente enzima de otrosbases con la correspondiente enzima de otrosbases con la correspondiente enzima de otros
organismosorganismosorganismosorganismosorganismos
En primer lugar este trabajo se orientó a la búsqueda en maíz de
la proteína homóloga de la fosfatasa PTEN y su caracterización.
Para lograr este objetivo, y debido a que el genoma de maíz no
está totalmente resuelto, se hicieron estudios comparativos de
las secuencias de bases de maíz con las secuencias ya existentes
de PTEN en arroz (Oryza sativa), ya que el arroz es una especie
muy cercana al maíz y su genoma está completamente
secuenciado. Con la secuencia de nucleótidos de maíz así
obtenida, se hicieron alineamientos tipo "blast" con el genoma
de Arabidopsis y de otros organismos eucariontes no
fotosintéticos (Fig. 2).

Se encontró una región de 234 aminoácidos en maíz que
correspondió a la región N-terminal de la proteína PTEN. Es
importante señalar que esta región es característica de todos los
miembros de la familia de cinasas PTP, a la que pertenece PTEN[2].
En ella destacan así mismo las dos lisinas críticas para la función
de PTEN dentro del asa "P-loop", que corresponden en maíz a
la K101 y K104 (Fig. 2A). La comparación en el árbol evolutivo de
estos resultados indica que en el maíz existe una proteína PTEN
muy semejante a la reportada para otros eucariontes (Fig. 2B).

Con el objeto de corroborar la funcionalidad de PTEN y su
sensibilidad a los radicales ROS, se diseñaron experimentos

(1:1) con cloroformo/alcohol isoamílico (24:1) centrifugando a
7500 rpm (rotor SS-34 de Sorvall) a 24°C, se recuperó la fase
acuosa y se le adicionó 1/10 de volumen de la solución CTAB/
NaCl a 65 °C mezclando por inversión. A la fase acuosa se
adicionó 1:1 (v/v) CTAB (CTAB 1% (p/v), Tris-HCL 50mM, pH
8, EDTA 10mM, pH 8) y se mezcló por inversión. Se centrifugó
(500 g a 4°C durante 5 min).

Posteriormente se removió el sobrenadante y el ácido nucleico
se precipitó añadiendo 0.6 volúmenes de isopropanol. Por último
el botón se lavó con etanol al 80 % (centrifugando a 7500 g por
15 min). Se resuspendió el producto en un volumen mínimo de
TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, a pH:8.0)(0.1-0.5 ml/g de tejido
inicial).

Una vez obtenido el ADN, se cuantificó espectrofoto-
métricamente a 260 nm y se determinó la [3H]-timidina incorporada
utilizando un contador de centelleo líquido (Beckman).

Efecto del H2O2 y del EMT en la actividad de la ortóloga PTEN
en maíz
Incorporación de [32P]-ortofosfato en fosfolípidos de ejes
embrionarios de maíz
Se colocaron semillas de maíz y a las 24 hrs de germinación se
disectaron los ejes embrionarios, después se incubaron durante
10, 20 y 40 minutos en medio MS (1.5 ml/g) en oscuridad a 25 °C
± 2 °C en presencia de 100 µCi de [32P]-ortofosfato y se aplicaron
los siguientes tratamientos: control (agua), H

2
O

2
 20 nM, o

insulina 200 µU/ml y en presencia o ausencia de EMT 1 mg/ml.
Al final se dieron dos lavados con agua desionizada estéril y se
prosiguió con la extracción de fosfolípidos los cuales se
cuantificaron por medio de un líquido de centelleo a base de
tolueno para obtener la radioactividad incorporada.

Obtención de membranas microsomales y extracción de los
derivados fosforilados de fosfatidilinositol[28]

Se homogenizaron los ejes embrionarios con regulador (sacarosa
250 mM, EDTA 3 mM, EGTA 2 mM, 2-mercaptoetanol 14 mM,
DTT 2 mM, TRIS-HCl 30 mM pH 7.4) en una proporción de 3
volúmenes por gramo de tejido (3 ml/g), agregando 0.1 g de
polivinilpirrolidona. El tejido se centrifugó a 5000 g (rotor SS-34
de Sorvall) por 10 min a 4 ºC, se desechó la pastilla y el
sobrenadante se centrifugó nuevamente a 40 000 g (rotor 60 Ti
de Sorvall, Centrífuga Ultra Pro 80 de Sorvall) por 1 hora a 4 ºC,
para obtener la pastilla de microsomas, la cual se pesó y se
resuspendió en el regulador anterior (3 volúmenes/gramo de
microsomas).

Se tomaron 100 µl de microsomas resuspendidos a los cuales se
les agregaron 1500 µl de una mezcla fría de cloroformo/metanol
(1:2 v/v), se agitó en el vórtex, se colocó en hielo por 30 min
aproximadamente y después a 25 ºC. Se adicionaron 500 µl de
EDTA 100 mM pH 4.4, 500 µl de HCl 2.4 N y 500 µl de cloroformo,
agitando en vórtex después de cada adición. La mezcla se
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a nivel fisiológico y bioquímico que permitieran conocer el
efecto que tiene el peróxido de hidrógeno sobre la ruta de
transducción de señales PI3K-TOR, ya que el sitio blanco del
peróxido de hidrógeno es la fosfatasa PTEN[9]. Para ello se
analizaron los compuestos antioxidantes del extracto
metanólico de cáscara de tamarindo (EMT)[19] (Fig.3) y se
probó posteriormente su capacidad de inhibir los efectos de
ROS inducidos por H

2
O

2
 en maíz a través de analizar la

regulación de la vía PI3K-TOR (ver diagrama en la Fig. 7).

Efecto de HEfecto de HEfecto de HEfecto de HEfecto de H22222OOOOO22222 en el proceso de germinación en el proceso de germinación en el proceso de germinación en el proceso de germinación en el proceso de germinación
Semillas de maíz germinadas en presencia de H

2
O

2
 mostraron

diferencias en la velocidad de germinación y crecimiento de los
ejes embrionarios, ya que la longitud obtenida de las estructuras,
la radícula y el coleóptilo se incrementaron por la presencia del
peróxido de hidrógeno (Fig. 4A). En otro grupo de semillas,

Figura 2. Alineamiento de la secuencia primaria de la región del P-loop presente en PTP´s. A) Los residuos de cisteína y argininaFigura 2. Alineamiento de la secuencia primaria de la región del P-loop presente en PTP´s. A) Los residuos de cisteína y argininaFigura 2. Alineamiento de la secuencia primaria de la región del P-loop presente en PTP´s. A) Los residuos de cisteína y argininaFigura 2. Alineamiento de la secuencia primaria de la región del P-loop presente en PTP´s. A) Los residuos de cisteína y argininaFigura 2. Alineamiento de la secuencia primaria de la región del P-loop presente en PTP´s. A) Los residuos de cisteína y arginina
son marcados con gris oscuro y los residuos básicos del sitio catalítico son marcados con gris claro. La posición del fosfato delson marcados con gris oscuro y los residuos básicos del sitio catalítico son marcados con gris claro. La posición del fosfato delson marcados con gris oscuro y los residuos básicos del sitio catalítico son marcados con gris claro. La posición del fosfato delson marcados con gris oscuro y los residuos básicos del sitio catalítico son marcados con gris claro. La posición del fosfato delson marcados con gris oscuro y los residuos básicos del sitio catalítico son marcados con gris claro. La posición del fosfato del
anillo de inositol que desfosforila cada enzima es indicada a la derecha. B) Alineamiento de la secuencia primaria de la regiónanillo de inositol que desfosforila cada enzima es indicada a la derecha. B) Alineamiento de la secuencia primaria de la regiónanillo de inositol que desfosforila cada enzima es indicada a la derecha. B) Alineamiento de la secuencia primaria de la regiónanillo de inositol que desfosforila cada enzima es indicada a la derecha. B) Alineamiento de la secuencia primaria de la regiónanillo de inositol que desfosforila cada enzima es indicada a la derecha. B) Alineamiento de la secuencia primaria de la región
del P-loop de varios ortólogos PLIP. "PROT" denota secuencias derivadas de proteínas caracterizadas o proteínas predictivas dedel P-loop de varios ortólogos PLIP. "PROT" denota secuencias derivadas de proteínas caracterizadas o proteínas predictivas dedel P-loop de varios ortólogos PLIP. "PROT" denota secuencias derivadas de proteínas caracterizadas o proteínas predictivas dedel P-loop de varios ortólogos PLIP. "PROT" denota secuencias derivadas de proteínas caracterizadas o proteínas predictivas dedel P-loop de varios ortólogos PLIP. "PROT" denota secuencias derivadas de proteínas caracterizadas o proteínas predictivas de
un genoma totalmente secuenciado. "EST" denota secuencias derivadas de secuencias "tags" expresadas. El número de acceso deun genoma totalmente secuenciado. "EST" denota secuencias derivadas de secuencias "tags" expresadas. El número de acceso deun genoma totalmente secuenciado. "EST" denota secuencias derivadas de secuencias "tags" expresadas. El número de acceso deun genoma totalmente secuenciado. "EST" denota secuencias derivadas de secuencias "tags" expresadas. El número de acceso deun genoma totalmente secuenciado. "EST" denota secuencias derivadas de secuencias "tags" expresadas. El número de acceso de
NCBI se da a la derechaNCBI se da a la derechaNCBI se da a la derechaNCBI se da a la derechaNCBI se da a la derecha [2][2][2][2][2].....
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además de H
2
O

2
 se agregó EMT durante la germinación, y se

observó inhibición del proceso de crecimiento comparado con
la presencia de H

2
O

2
 o crecimiento similar al control sin H

2
O

2
 y

sin EMT (Fig. 4B). Se ha reportado que el crecimiento de los
tejidos en germinación va acompañado normalmente por
aumento en la biogénesis de los ribosomas[14]. Este proceso es
acelerado por factores de crecimiento tipo insulina a través de
estimular la vía de transducción de señales llamada PI3K-
TOR[15]. Por tanto, a fin de corroborar si el efecto del H

2
O

2

observado en los ejes embrionarios, se correlaciona con la
síntesis de proteínas ribosomales, se realizaron experimentos en
los que se aplicó [35S]-metionina como precursor de proteínas
a los tejidos estimulados por H

2
O

2
 o por insulina (Fig. 5).

Los resultados muestran que el peróxido de hidrógeno o la
insulina incrementan la incorporación de [35S]-metionina en
las proteínas ribosomales, indicando que ambos estímulos
generan crecimiento, y a su vez inducen la síntesis de novo
de las proteínas ribosomales (Fig. 5). Estos resultados son

Figura 3. Compuestos fenólicos y flavonoides aislados de Figura 3. Compuestos fenólicos y flavonoides aislados de Figura 3. Compuestos fenólicos y flavonoides aislados de Figura 3. Compuestos fenólicos y flavonoides aislados de Figura 3. Compuestos fenólicos y flavonoides aislados de Tamarindus indicaTamarindus indicaTamarindus indicaTamarindus indicaTamarindus indica  L. (tomado de Sudjaroen  L. (tomado de Sudjaroen  L. (tomado de Sudjaroen  L. (tomado de Sudjaroen  L. (tomado de Sudjaroen et al.et al.et al.et al.et al. [19][19][19][19][19]) .) .) .) .) .
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Figura 4A. Efecto del peróxido de hidrógeno a 5 nM (izquierda)Figura 4A. Efecto del peróxido de hidrógeno a 5 nM (izquierda)Figura 4A. Efecto del peróxido de hidrógeno a 5 nM (izquierda)Figura 4A. Efecto del peróxido de hidrógeno a 5 nM (izquierda)Figura 4A. Efecto del peróxido de hidrógeno a 5 nM (izquierda)
y a 20 nM (derecha) en el crecimiento del eje embrionario dey a 20 nM (derecha) en el crecimiento del eje embrionario dey a 20 nM (derecha) en el crecimiento del eje embrionario dey a 20 nM (derecha) en el crecimiento del eje embrionario dey a 20 nM (derecha) en el crecimiento del eje embrionario de
maíz. (H; con peróxido de hidrógeno) o (C; control en ausenciamaíz. (H; con peróxido de hidrógeno) o (C; control en ausenciamaíz. (H; con peróxido de hidrógeno) o (C; control en ausenciamaíz. (H; con peróxido de hidrógeno) o (C; control en ausenciamaíz. (H; con peróxido de hidrógeno) o (C; control en ausencia
de peróxido de hidrógeno). A las 72 hrs de germinación.de peróxido de hidrógeno). A las 72 hrs de germinación.de peróxido de hidrógeno). A las 72 hrs de germinación.de peróxido de hidrógeno). A las 72 hrs de germinación.de peróxido de hidrógeno). A las 72 hrs de germinación.

 R= CO-CH2OH: 2-hidroxi-3,4-dihidroxiacetofenona 
R= COOCH3: benzoato del ácido 3,4-dihidroxibenzoico 
R= OCOCH3: acetato de 3,4-hidroxibenzoico 
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consistentes en mostrar que el peróxido de hidrógeno estimula
procesos que conllevan a incrementar el efecto de la vía de
PI3K-TOR.

Efecto de HEfecto de HEfecto de HEfecto de HEfecto de H
22222OOOOO22222 y EMT en la síntesis de ADN y EMT en la síntesis de ADN y EMT en la síntesis de ADN y EMT en la síntesis de ADN y EMT en la síntesis de ADN

Es sabido que la insulina e IGFs (insulina-like growth factors),
tienen también un efecto mitogénico en células eucariontes[30] y
particularmente en maíz[15]. En el presente caso se analizó si el
H

2
O

2
 también mostraba ese efecto sobre los ejes embrionarios de

maíz germinado. En la figura 6A se muestran los resultados de
estos experimentos, en donde se aplicó como precursor [3H]-
timidina para marcar el ADN sintetizado de novo. Como puede
observarse, en ambos casos tanto con insulina como con H

2
O

2
,

hubo incrementos significativos sobre todo a 30 minutos
(P<0.0005) en la incorporación de [3H]-timidina al ADN, por arriba
del control (2 y 2.6 veces para H

2
O

2
 e insulina, respectivamente).

Estos resultados sugieren que la acción del H
2
O

2
 genera

Figura 4B. Efecto del peróxido de hidrógeno en el crecimientoFigura 4B. Efecto del peróxido de hidrógeno en el crecimientoFigura 4B. Efecto del peróxido de hidrógeno en el crecimientoFigura 4B. Efecto del peróxido de hidrógeno en el crecimientoFigura 4B. Efecto del peróxido de hidrógeno en el crecimiento
del eje embrionario de maíz a 72 hrs de germinación: coleóptilo,del eje embrionario de maíz a 72 hrs de germinación: coleóptilo,del eje embrionario de maíz a 72 hrs de germinación: coleóptilo,del eje embrionario de maíz a 72 hrs de germinación: coleóptilo,del eje embrionario de maíz a 72 hrs de germinación: coleóptilo,
radícula y eje total. C; control, H; peróxido de hidrógeno a 20radícula y eje total. C; control, H; peróxido de hidrógeno a 20radícula y eje total. C; control, H; peróxido de hidrógeno a 20radícula y eje total. C; control, H; peróxido de hidrógeno a 20radícula y eje total. C; control, H; peróxido de hidrógeno a 20
nM, -EMT, en ausencia de EMT, +EMT, en presencia de EMT.nM, -EMT, en ausencia de EMT, +EMT, en presencia de EMT.nM, -EMT, en ausencia de EMT, +EMT, en presencia de EMT.nM, -EMT, en ausencia de EMT, +EMT, en presencia de EMT.nM, -EMT, en ausencia de EMT, +EMT, en presencia de EMT.

Figura 5. Efecto del peróxido de hidrógeno o insulina en laFigura 5. Efecto del peróxido de hidrógeno o insulina en laFigura 5. Efecto del peróxido de hidrógeno o insulina en laFigura 5. Efecto del peróxido de hidrógeno o insulina en laFigura 5. Efecto del peróxido de hidrógeno o insulina en la
síntesis de proteínas ribosomales (Rib) y citoplásmicas (Cit).síntesis de proteínas ribosomales (Rib) y citoplásmicas (Cit).síntesis de proteínas ribosomales (Rib) y citoplásmicas (Cit).síntesis de proteínas ribosomales (Rib) y citoplásmicas (Cit).síntesis de proteínas ribosomales (Rib) y citoplásmicas (Cit).

Figura 6A. Efecto del peróxido de hidrógeno en la síntesis deFigura 6A. Efecto del peróxido de hidrógeno en la síntesis deFigura 6A. Efecto del peróxido de hidrógeno en la síntesis deFigura 6A. Efecto del peróxido de hidrógeno en la síntesis deFigura 6A. Efecto del peróxido de hidrógeno en la síntesis de
ADN. Se usaron ejes embrionarios de 36 horas de germinaciónADN. Se usaron ejes embrionarios de 36 horas de germinaciónADN. Se usaron ejes embrionarios de 36 horas de germinaciónADN. Se usaron ejes embrionarios de 36 horas de germinaciónADN. Se usaron ejes embrionarios de 36 horas de germinación
en presencia de [en presencia de [en presencia de [en presencia de [en presencia de [33333H]-timidina 5 µl/ml y tratados durante 15 óH]-timidina 5 µl/ml y tratados durante 15 óH]-timidina 5 µl/ml y tratados durante 15 óH]-timidina 5 µl/ml y tratados durante 15 óH]-timidina 5 µl/ml y tratados durante 15 ó
30 min con: C; control, H; peróxido de hidrógeno 20 nM, I;30 min con: C; control, H; peróxido de hidrógeno 20 nM, I;30 min con: C; control, H; peróxido de hidrógeno 20 nM, I;30 min con: C; control, H; peróxido de hidrógeno 20 nM, I;30 min con: C; control, H; peróxido de hidrógeno 20 nM, I;
insulina 200 µU/ml, HI; mezcla de insulina + peróxido deinsulina 200 µU/ml, HI; mezcla de insulina + peróxido deinsulina 200 µU/ml, HI; mezcla de insulina + peróxido deinsulina 200 µU/ml, HI; mezcla de insulina + peróxido deinsulina 200 µU/ml, HI; mezcla de insulina + peróxido de
hidrógeno. *significativo, P<0.005hidrógeno. *significativo, P<0.005hidrógeno. *significativo, P<0.005hidrógeno. *significativo, P<0.005hidrógeno. *significativo, P<0.005

Figura 6B. Efecto del EMT en la síntesis de ADN. Se usaron ejesFigura 6B. Efecto del EMT en la síntesis de ADN. Se usaron ejesFigura 6B. Efecto del EMT en la síntesis de ADN. Se usaron ejesFigura 6B. Efecto del EMT en la síntesis de ADN. Se usaron ejesFigura 6B. Efecto del EMT en la síntesis de ADN. Se usaron ejes
embrionarios de 36 hrs de germinación, en presencia de [embrionarios de 36 hrs de germinación, en presencia de [embrionarios de 36 hrs de germinación, en presencia de [embrionarios de 36 hrs de germinación, en presencia de [embrionarios de 36 hrs de germinación, en presencia de [33333H]-H]-H]-H]-H]-
timidina 5 µCi/ml y tratados durante 30 minutos con peróxidotimidina 5 µCi/ml y tratados durante 30 minutos con peróxidotimidina 5 µCi/ml y tratados durante 30 minutos con peróxidotimidina 5 µCi/ml y tratados durante 30 minutos con peróxidotimidina 5 µCi/ml y tratados durante 30 minutos con peróxido
de hidrógeno o insulina y en ausencia o presencia delde hidrógeno o insulina y en ausencia o presencia delde hidrógeno o insulina y en ausencia o presencia delde hidrógeno o insulina y en ausencia o presencia delde hidrógeno o insulina y en ausencia o presencia del
antioxidante EMT. *significativo P<0.01antioxidante EMT. *significativo P<0.01antioxidante EMT. *significativo P<0.01antioxidante EMT. *significativo P<0.01antioxidante EMT. *significativo P<0.01

inhibición de la actividad de PTEN[31], por la formación ROS,
generando así un efecto mitogénico en los tejidos.

Para confirmar esta sugerencia se consideró de importancia
probar la capacidad antioxidante del extracto de EMT para
revertir estos efectos por acción antioxidante, con base en la
mezcla de polifenoles que contiene[32]. Así, se realizaron
experimentos en presencia de EMT y se encontró que los
polifenoles contenidos en EMT inhiben significativamente el
efecto mitogénico inducido por el H

2
O

2
 o por insulina en los ejes

embrionarios de maíz (Fig. 6B).

Inhibición de la fosfatasa PTENInhibición de la fosfatasa PTENInhibición de la fosfatasa PTENInhibición de la fosfatasa PTENInhibición de la fosfatasa PTEN
Para comprobar que los efectos observados por el H

2
O

2
 se deben

realmente a la inhibición de la actividad de la fosfatasa PTEN, se
midió directamente el efecto del H

2
O

2
 en la actividad de la enzima
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PTEN. Dado que la función de PTEN corresponde a la
defosforilación de PIP3 para convertirlo en PIP2, se midió la
incorporación de [32P]-ortofosfato tanto en el sustrato como en
el producto de PTEN en condiciones de estimulación con H

2
O

2

o insulina. Los resultados de estos experimentos, después de
llevar a cabo la separación de los compuestos producidos por
cromatografía en capa fina (Fig. 7A) y la medida de la radiactividad
incorporada en ellos (Fig. 7B), muestran la inhibición de la
actividad de PTEN y como consecuencia la acumulación de PIP3
al tratar los ejes con peróxido de hidrógeno. En el caso de la
insulina, su estímulo provoca un incremento en la PI3-Kinasa
generando también una acumulación de PIP3. Por otra parte el
tratamiento de los ejes con el antioxidante EMT anuló el efecto
del H

2
O

2
 regresando los valores de PIP3 a los de nivel del control

(Fig. 7B).

DDDDD ISCUSIÓNISCUSIÓNISCUSIÓNISCUSIÓNISCUSIÓN
Como ya se ha comprobado, la generación de ROS en células
vegetales tiene efectos diferenciales[33]: con altas
concentraciones de estas moléculas se pueden ocasionar daños
oxidativos extensos, pero a bajos niveles, funcionan como
moléculas de señalización en rutas de transducción de señales.
Sin embargo, la señalización prolongada de alguna de estas vías
puede desregular procesos celulares básicos como la división

 

 

Figura 7A. Efecto del peróxido de hidrógeno en la formaciónFigura 7A. Efecto del peróxido de hidrógeno en la formaciónFigura 7A. Efecto del peróxido de hidrógeno en la formaciónFigura 7A. Efecto del peróxido de hidrógeno en la formaciónFigura 7A. Efecto del peróxido de hidrógeno en la formación
de PIP3. La cromatografía de capa fina se desarrolló según sede PIP3. La cromatografía de capa fina se desarrolló según sede PIP3. La cromatografía de capa fina se desarrolló según sede PIP3. La cromatografía de capa fina se desarrolló según sede PIP3. La cromatografía de capa fina se desarrolló según se
indica en materiales y métodos, Ejes embrionarios de 24 horasindica en materiales y métodos, Ejes embrionarios de 24 horasindica en materiales y métodos, Ejes embrionarios de 24 horasindica en materiales y métodos, Ejes embrionarios de 24 horasindica en materiales y métodos, Ejes embrionarios de 24 horas
de germinación se incubaron con peróxido de hidrógeno 20de germinación se incubaron con peróxido de hidrógeno 20de germinación se incubaron con peróxido de hidrógeno 20de germinación se incubaron con peróxido de hidrógeno 20de germinación se incubaron con peróxido de hidrógeno 20
nM, y en presencia o ausencia de EMT y con [nM, y en presencia o ausencia de EMT y con [nM, y en presencia o ausencia de EMT y con [nM, y en presencia o ausencia de EMT y con [nM, y en presencia o ausencia de EMT y con [3232323232P]-ortofosfatoP]-ortofosfatoP]-ortofosfatoP]-ortofosfatoP]-ortofosfato
100 µCi/ml.100 µCi/ml.100 µCi/ml.100 µCi/ml.100 µCi/ml.

Figura 7B. Relación de la concentración de PIP2 y PIP3 en ejesFigura 7B. Relación de la concentración de PIP2 y PIP3 en ejesFigura 7B. Relación de la concentración de PIP2 y PIP3 en ejesFigura 7B. Relación de la concentración de PIP2 y PIP3 en ejesFigura 7B. Relación de la concentración de PIP2 y PIP3 en ejes
embrionarios de 24 horas de germinación incubados con [embrionarios de 24 horas de germinación incubados con [embrionarios de 24 horas de germinación incubados con [embrionarios de 24 horas de germinación incubados con [embrionarios de 24 horas de germinación incubados con [3232323232P]-P]-P]-P]-P]-
ortofosfato 150 µCi/ml, con Hortofosfato 150 µCi/ml, con Hortofosfato 150 µCi/ml, con Hortofosfato 150 µCi/ml, con Hortofosfato 150 µCi/ml, con H22222OOOOO22222 20 nM o con insulina 200 20 nM o con insulina 200 20 nM o con insulina 200 20 nM o con insulina 200 20 nM o con insulina 200
µU/ml. Los ejes se expusieron a tres diferentes tiempos a losµU/ml. Los ejes se expusieron a tres diferentes tiempos a losµU/ml. Los ejes se expusieron a tres diferentes tiempos a losµU/ml. Los ejes se expusieron a tres diferentes tiempos a losµU/ml. Los ejes se expusieron a tres diferentes tiempos a los
tratamientos mencionados: 10, 20 y 40 minutos respecto a latratamientos mencionados: 10, 20 y 40 minutos respecto a latratamientos mencionados: 10, 20 y 40 minutos respecto a latratamientos mencionados: 10, 20 y 40 minutos respecto a latratamientos mencionados: 10, 20 y 40 minutos respecto a la
variante en presencia o ausencia de EMT. C; control, H;variante en presencia o ausencia de EMT. C; control, H;variante en presencia o ausencia de EMT. C; control, H;variante en presencia o ausencia de EMT. C; control, H;variante en presencia o ausencia de EMT. C; control, H;
tratamiento con Htratamiento con Htratamiento con Htratamiento con Htratamiento con H

22222OOOOO22222, I; tratamiento con insulina. La, I; tratamiento con insulina. La, I; tratamiento con insulina. La, I; tratamiento con insulina. La, I; tratamiento con insulina. La
concentración de PIP2 disminuyó marcadamente en presenciaconcentración de PIP2 disminuyó marcadamente en presenciaconcentración de PIP2 disminuyó marcadamente en presenciaconcentración de PIP2 disminuyó marcadamente en presenciaconcentración de PIP2 disminuyó marcadamente en presencia
de Hde Hde Hde Hde H

22222OOOOO22222 en los tratamientos sin el EMT. Mientras que su en los tratamientos sin el EMT. Mientras que su en los tratamientos sin el EMT. Mientras que su en los tratamientos sin el EMT. Mientras que su en los tratamientos sin el EMT. Mientras que su
concentración se mantuvo en presencia del EMT, con respectoconcentración se mantuvo en presencia del EMT, con respectoconcentración se mantuvo en presencia del EMT, con respectoconcentración se mantuvo en presencia del EMT, con respectoconcentración se mantuvo en presencia del EMT, con respecto
al control. El efecto fue más marcado a los 20 minutos deal control. El efecto fue más marcado a los 20 minutos deal control. El efecto fue más marcado a los 20 minutos deal control. El efecto fue más marcado a los 20 minutos deal control. El efecto fue más marcado a los 20 minutos de
t ra tamien to .t ra tamien to .t ra tamien to .t ra tamien to .t ra tamien to .
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celular, lo cual genera trastornos tan importantes y peligrosos
como el cáncer[34].

Los resultados obtenidos en esta investigación indican que el
peróxido de hidrógeno a baja concentración tiene un efecto
activador de la ruta de transducción de señales PI3K-TOR
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(Fig. 1). Esto lo observamos tanto a nivel fisiológico como
bioquímico; medido como el incremento en el crecimiento de los
ejes y en la síntesis de proteínas ribosomales y de ADN (Figs.4-
6). Goldstein y colaboradores[31], mencionan que el peróxido de
hidrógeno puede facilitar o mimetizar la acción mitogénica de la
insulina en mamíferos. En efecto, en este modelo de maíz se ha
demostrado que la insulina induce la síntesis de novo de ADN
(Fig. 6), así como la división celular[15]. Más aún, otros reportes
indican que el peróxido de hidrógeno se genera en respuesta a
la estimulación con insulina sirviendo como un segundo
mensajero en la cascada de señalización de ésta (Fig. 1)[35]. El
blanco mejor caracterizado de ROS son las proteínas fosfatasas
de tirosina (PTP´s), entre ellas PTEN[9,11]. Es así que las PTP´s,
normalmente sirven como reguladores negativos de la acción de
la insulina puesto que las ROS pueden rápidamente oxidar el
residuo de cisteína del sitio catalítico de las PTP bloqueando
efectivamente su actividad enzimática y estimulando el efecto
por la señalización de la insulina[6].

Los resultados comprueban que los efectos del H
2
O

2
 observados,

tanto a nivel fisiológico como bioquímico (Figs. 4 y 7), son
ocasionados por la inactivación momentánea de la enzima PTEN
cuyo sustrato es PIP3 el cual se incrementa y desencadena los
efectos de la vía PI3K-TOR. Esta inactivación es temporal, ya que
las células presentan un sistema para revertir este proceso o
también para destruir el H

2
O

2
, por medio de una serie de enzimas

como las catalasas, peroxidasas, dismutasas de superóxido y S-
transferasas de glutatión (GST)[35]. De aquí la relevancia de
mantener el estado reducido de las células.

Para que haya actividad de PTEN, es importante localizar
antioxidantes que puedan coadyuvar a la protección celular
manteniendo el estado reducido. En este trabajo se usó EMT
(extracto metanólico de tamarindo) como agente reductor, ya que
se conoce que el extracto de tamarindo presenta una gran
cantidad de polifenoles (Fig. 3A), los cuales tienen gran actividad
antioxidante[19,36].

Más aún, se demostró que la acción de EMT revierte la velocidad
de la síntesis de ADN (Fig. 5B) muy probablemente empleando
el mecanismo de protección de la oxidación de PTEN. Esto es
apoyado por los resultados que muestran la reversión en la
concentración de PIP3 por acción de EMT (Fig. 7).

Estos resultados resaltan la importancia de compuestos como el
EMT, capaces de proteger a las células de la producción de
radicales ROS, y con ello evitar anomalías en la regulación del
ciclo de división celular, por las nefastas consecuencias que esto
conlleva para los organismos, particularmente para el ser humano.

CCCCCONCLUSIONESONCLUSIONESONCLUSIONESONCLUSIONESONCLUSIONES
Se demuestra que en plantas, particularmente en maíz, existe una
proteína homóloga a la PTEN de otros organismos no-
fotosintéticos (Fig. 2). Esta enzima desarrolla la misma función

de fosfatasa convirtiendo PIP3 a PIP2 (Fig. 7) y protegiendo a las
células de ROS.

El H
2
O

2
 así como la insulina inducen la acción mitogénica en las

células de maíz a través de producir ROS, por lo que elevan la
síntesis de novo de ADN (Fig. 6).

La producción de ROS por exposición de las células de maíz al
H

2
O

2
, genera efectos inductores del crecimiento y la división

celular, como en organismos eucariontes animales[31]. El
apagamiento de esta activación por oxidación es logrado por
EMT, una mezcla de compuestos polifenólicos que mantiene el
estado reducido de las células a través de un mecanismo que
involucra la restitución de la actividad de PTEN.
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