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RESUMEN

Se exploré un posible efecto protector del genoma por parte de un derivado de la uva (vino Tannat). Se utilizaron
poblaciones celulares haploides y diploides de Saccharomyces cerevisiae como modelo eucariota. Muestras celula-
res se expusieron a H,0, en medio nutriente. EI ADN se analiz6 por densitometria laser, luego de su aislamiento y
separacion por electroforesis con campos pulsados. Se aplicé la distribuciéon de Poisson para la determinacién de
roturas dobles. El nimero de roturas dobles del ADN y la frecuencia mutagénica aumentaron en funcién de la dosis
de H,0,, lo que disminuy6 la probabilidad de sobrevida. La combinacion de H,O, con vino Tannat aumento
significativamente la probabilidad de sobrevida y disminuyé el nimero de roturas dobles. No se observé efecto
mutagénico por el vino Tannat. Estos efectos pudieron simularse utilizando altas concentraciones de a-tocoferol. Los
resultados indican que un derivado de Vitis vinifera puede, en ciertas condiciones, disminuir las dobles roturas de
ADN producidas por el H,0, e incrementar las probabilidades de sobrevida celular. Los blancos involucrados podrian
ser, entre otros, componentes intracelulares de las cascadas redox y/o enzimas de reparacion del ADN.
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ABSTRACT

Analysis of a putative protection against free radicals by grape derivatives ( Vitis vinifera L. Cv.Tannat) in
Saccharomyces cerevisiae. The aim of this work was to analyse a possible genome protection provided by a grape
derivative (Tannat wine) in yeast cell populations exposed to H,O,. Haploid and diploid strains of Saccharomyces
cerevisiae were used as the eukaryotic model. Cell samples were exposed to H,0, in a nutrient medium. Chromosomal
DNA was analysed after isolation and separation by pulsed field electrophoresis. Double strand breaks were determined
by laser densitometry and application of Poisson distribution. Both haploid and diploid cells showed H,O, dose dependent
DNA fractionation, as well as an increase of lethal -and mutation- events. Upon combination of the Tannat wine and
H.,0, a significant decrease of double strand breaks was observed, in association with an increase in surviving fractions.
No mutagenic effect was observed after wine exposure. Part of the observations regarding protective wine effect were
simulated by exposure to high concentrations of a-tocopherol. Present results indicate that a grape derivative could
act as the genome protector and increase cell survival probabilities. Among others, the involved molecular targets
could be components of transduction redox cascades as well as DNA repair enzymes.
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INTRODUCCION

Ciertos tipos de agentes fisicos y quimicos pueden
alterar la proliferacién celular, fundamentalmente a cau-
sa de sus efectos sobre el ADN, sobre las membranas y
sobre los componentes de cascadas de transduccion de
sefiales, lo que resulta en retardos en el ciclo celular y en
lesiones letales (necrosis, apoptosis), mutagénicas y
recombinogénicas (13). Algunos ejemplos de estos agen-
tes son las radiaciones ionizantes y ultravioletas, la hi-
pertermia y las especies reactivas del oxigeno (ROS),
provenientes del metabolismo celular y del entorno. Un

ejemplo de ROS es el peroxido de hidrégeno, generador
de radicales libres y productor de aberraciones cro-
mosémicas y recombinaciones (8). Los efectos nocivos
de las ROS pueden ser contrarrestados por mecanis-
mos de 6xido-reduccién y/o de captura (18, 40).

Se ha indicado la importancia de los radicales libres
en procesos de envejecimiento y en la transformacion
maligna por acumulacién de lesiones oxidativas, muta-
ciones y cambios irreversibles en biomoléculas (8, 12,
18). La modificacién oxidativa de las lipoproteinas por
radicales libres, particularmente la oxidacién de las de
baja densidad (LDL), seria uno de los mecanismos basi-



cos de la aterogénesis, y se ha planteado la inhibicién de
su oxidacion y citotoxicidad por fenoles y vitaminas Ey A
in vitro (20, 33). Se ha sefialado que el vino tinto es ca-
paz de contrarrestar estas lesiones (paradoja francesa)
(38). El vino tinto es, de hecho, una de las bebidas con
mayor indice de polifenoles, con valores medios de 2 g/l,
de los cuales 65-70% son polifenoles neutros (ej.:
catequinas y epicatequinas) y 15%, aproximadamente,
corresponde a quercetina y mircetina. La fraccion res-
tante estaria integrada por los &cidos galico y cafeico,
todos ellos con una potente accién antioxidante (21, 29).
La variedad de uva Vitis vinifera Tannat, muy extendida
en vifiedos del Uruguay, es una de las que contiene ma-
yor concentracion de polifenoles (4, 9, 16). Trabajos re-
cientes indican la capacidad antioxidante de estos vinos
in vitro, en modelos de membranas celulares de cerebro
de rata (10). Ademas, utilizando plasma humano, se ob-
servé que el vino Tannat inhibe in vitro la oxidacion de la
LDL humana producida por tres sistemas diferentes: in-
duccién por Cu?*, peroxinitrito y lipoperoxidasa (17, 21,
33). El efecto protector del vino Tannat podria darse a
distintos niveles, por su capacidad de reducir o de captar
las especies reactivas del oxigeno. Los radicales hidroxilo
generados por la reaccion de Haber-Weiss (a partir de
H,0,, O, y Fe*) podrian ser parte de un proceso gene-
ral de 6xido-reduccion, donde el activador transcripcional
Yapl —en humanos AP (Jun-Fos)—, la tiorredoxina, el
NADPH, el GSH y, en referencia a nuestro caso, deriva-
dos fendlicos contenidos en el vino Tannat, podrian ac-
tuar manteniendo cierto estado de 6xido-reduccién y pro-
tegiendo blancos criticos (ej.: ADN nuclear, membrana
mitocondrial, enzimas de reparacién) involucrados en la
muerte celular y en la inestabilidad gendmica por lesio-
nes oxidativas (25, 26).

El objetivo del presente trabajo fue el andlisis del dafio
producido por el peréxido de hidrégeno a nivel del ADN y
de la induccién de eventos potencialmente letales y
mutagénicos en poblaciones celulares, asi como su po-
sible disminucién en presencia de vino Tannat. Se tomé
como referencia comparativa el efecto del a-tocoferol en
similares condiciones experimentales. Se demostré que
el vino Tannat disminuye la produccién de roturas do-
bles en el ADN inducidas por el H,O, y que, paralela-
mente, aumenta la probabilidad de sobrevida en pobla-
ciones celulares haploides y diploides. No se observé
aumento de la actividad mutagénica en presencia del ci-
tado derivado de Vitis vinifera. Los efectos son similares
alos producidos por altas concentraciones de acetato de
a-tocoferol.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de levaduras

Como modelo eucariota se utilizaron cepas de levadura
haploides y diploides de Saccharomyces cerevisiae: tipo salvaje
diploide SC6 (RAD+) e isogénica haploide SC7K (RAD+ lys 2)
(2, 32).
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Medios de cultivo y de omisién

Se utilizaron medios de cultivo nutritivos para el estudio de la
sobrevida (YPD, YPDA) y selectivos para mutagénesis habitua-
les en Saccharomyces cerevisiae, descritos en la literatura (34).
Se detallan a continuacion:

Medio nutritivo liquido YPD: 1% extracto de levadura (Difco,
US Biological, Cleveland, USA), 2% bactopeptona (Difco, US
Biological, Cleveland, USA) y 2% glucosa (Sigma, St. Louis,
USA).

Medio nutritivo sélido YPDA: YPD y 2% agar (Difco, US
Biological, Cleveland, USA).

Medio selectivo de omision OM: 0,67% base nitrogenada de
levadura (Difco, Cleveland, USA), 2% glucosa (Sigma, St. Louis,
USA) y 2% agar (Difco, US Biological, Cleveland, USA).

Exposicién a agentes

a) Peroxido de hidrégeno (H,0,). Se utilizé H,0, 1M, sin

estabilizantes. Se agregé a parte de las muestras celulares

en medio de cultivo, en la cantidad necesaria para obtener
una concentracién final de 1-10 mM. La exposicién a cada
concentracion se prolongé por 1,5 horas («dosis»).

Vino tinto Cv. Tannat (Vt). Se utilizé un vino tinto Tannat de

la region de Las Violetas (Departamento de Canelones, Uru-

guay), cosechado en 1997 y embotellado en 1999 por Bode-
gas Carrau. Los datos mas relevantes de su composicién
son los siguientes: etanol, 12,9%; acidez (expresada en &ci-
do sulfdrico), 3,7 g/l; acidez volatil, 0,33 g/l; pH, 3,6; indice
de polifenoles totales (IPT) medido por espectrometria direc-
ta a 280 nm, 100; polifenoles totales, 2,1 g/l (reactivo Folin -

Cicolteau, A: 750 nm), utilizando la quercetina aglicona

(Sigma, St, Louis, USA) como estandar (39). El vino se agre-

g6 a parte de las muestras celulares en medio de cultivo, en

proporcién 1/10 (p/p), durante 1,5 horas.

c) Acetato de a-tocoferol (T). Se utilizé Ephinal 400 Ul (Roche,
Basilea, Suiza); se coloco directamente a las muestras celu-
lares en medio de cultivo, a una concentracion de 4,7 mg/ml
durante 1,5 horas, en presencia de Tween 80 (Nuclear,
Chicago, USA) 1/1000, concentracion que no afecta ningun
parametro del crecimiento celular (5, 7).

b

~

Tratamientos

Se parti6 de cultivos en fase exponencial de crecimiento N =
2x107 células/ml. Parte de las muestras celulares se expusieron
en medio nutriente, segun lo detallado, a diferentes concentra-
ciones de H,O, ( 5-10 mM), vino Tannat 1/10 (p/p) o a-tocoferol
(4,7 mg/ml). Los cultivos fueron también expuestos a las combi-
naciones H,0, + Vty H,0, + T durante 1,5 horas, colocando las
alicuotas de Vty T inmediatamente antes que el H,0,. Los res-
pectivos controles sin tratamiento se analizaron en paralelo.
Luego de cada tratamiento, las muestras se lavaron y
resuspendieron en agua destilada o buffer para su posterior pro-
cesamiento.

Andlisis de sobrevida

Luego de dilucién apropiada, las muestras celulares se sem-
braron en medio nutriente sélido (0,2 ml /placa, 3 placas por
dosis). Se estimé la probabilidad de supervivencia por la res-
pectiva frecuencia relativa o tasa de sobrevida: S = Ns / N,
donde Ns es el nimero total de células sobrevivientes/ml, capa-
ces de multiplicarse en medio nutriente sélido dando lugar a
colonias, y N, es el nimero de células sobrevivientes/ml a la
dosis 0 (nimero de colonias de la muestra control). Se determi-
naron las funciones de sobrevida S(x), S(x,y) y S(x,z), donde x
esladosis de H,0,, y es la dosis correspondiente al vino Tannat

(Vt); y z es la dosis de a-tocoferol (T) (19).

Andlisis de mutagénesis

Las muestras celulares en suspension (N= 107/ml) fueron
sembradas en placas de Petri con medio de omisién (OM) para
la cepa SC7K lys (el ensayo se realizé por quintuplicado: 0,2 ml/
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placa). Las placas se incubaron a 30 °C durante 21 dias y luego
se realiz6 el conteo de las colonias correspondientes a las
revertantes lys - LYS. Se calcul6 la frecuencia de mutacion
M(n) y el rendimiento mutagénico Y(n) para cada dosis n: x, y, z,
de la siguiente manera: M(n) = Nm(n)/Ns; Y(n) = Nm /No(n),
donde Nm es el nimero de mutantes/ml para las dosis X, v, z,
tnicas o en combinacion; Ns  es el nimero de sobrevivientes/
mly No, el nimero total de células/ml para cada dosis Unica o
en combinacion. Se calcul6, ademas, la frecuencia espontanea
de mutacion en las condiciones de nuestros experimentos, n =0
(11, 19, 36).

Aislamiento del ADN cromosémico y determinacion de las
roturas de doble cadena (DSB)

Las muestras celulares con aproximadamente entre 5x108 y
1x10° células/ml fueron lavadas con buffer fosfato salino (PBS,
pH 7,4) y centrifugadas; el precipitado fue procesado inmediata-
mente o se guardd por un tiempo no mayor de siete dias en
freezer (-20 °C) hasta su procesamiento. Se analizaron los re-
sultados correspondientes a los tratamientos con X ; X+y ; X+z ;
donde x=5 mM; y= 10 (p/p); z= 4,7 mg/ml . El método de aisla-
miento del ADN cromosémico consistié en incluir cada muestra
de células en un bloque de agarosa y realizar la destruccion de
los componentes celulares excepto el ADN, con diferentes
enzimas (liticasa y proteinasa K, Sigma, St. Louis. USA). La
separacion cromosémica se realizé mediante electroforesis por
campos pulsados transversales alternantes (TAFE), utilizando
el equipo GeneLine Il (Beckman, Fullerton, USA). El andlisis de
las bandas cromosémicas se realiz6 por lectura del negativo
fotografico con el densitémetro laser LKB (Ultroscan XL,
Pharmacia), utilizando el programa de andlisis GelScan XL (ver-
sién 2.1, Pharmacia). Se cuantificaron las DSB por analisis de
los correspondientes densitogramas. El célculo del nimero de
DSB por genoma haploide se basé en la distribucion de Poisson,
de acuerdo a la ecuacion: DSB =-In /1, donde |, representala
integral del pico de absorbancia para el control e | , para la mues-
tra tratada (1, 14, 15, 24).

RESULTADOS

Andlisis de sobrevida
Con el fin de analizar el efecto del H,0, sobre las ce-
pas haploides y diploides SC7K lys y SC6, respectiva-

mente, se estimo la probabilidad de sobrevida de mues-
tras celulares aleatorias en funcion de la dosis. Se evi-
denci6 una disminucion de la tasa de sobrevida en las
muestras tratadas en funcion de la concentracion de H,0,
(0 <x <10 mM) (Figura 1, Ay B). Ambas curvas presen-
taron dos componentes de distinta sensibilidad; uno con
mayor pendiente, que corresponde a las dosis relativa-
mente bajas de H,0,, y un segundo componente de ma-
yor resistencia, a dosis mayores. Este tipo de respuesta
bifasica habia sido observada anteriormente en las mis-
mas cepas tratadas con otro agente quimico productor
de radicales libres (bleomicina) (23).

En el caso del tratamiento concomitante con H,0, y
Vt (5 y 10 mM), la tasa de sobrevida aumento significa-
tivamente, y se constataron distintas magnitudes de in-
cremento en relacion con el tratamiento Unico descrito
anteriormente, tanto en muestras haploides como di-
ploides. En el caso de la combinaciéon H,O, + T, tam-
bién se observo un incremento significativo en relaciéon
con el tratamiento Unico, aunque dicho incremento fue
menor que el observado luego de H,O, + Vt. (Figura 2,
A B, CyD).

Es de destacar que muestras de ambas poblaciones
expuestas solo al vino Tannat (Vt) en el medio de cultivo
o al a-tocoferol (T), a las concentraciones indicadas, pre-
sentaron tasas de sobrevida similares a los controles no
tratados (S =1.0 +0.07).

Dobles roturas de cadena (DSB)

Se observé que la exposicién de las poblaciones ce-
lulares diploides al H,0, produjo una importante degra-
dacion del ADN (27 DSB/genoma a la dosis 5 mM). La
exposicion a vino Tannat solamente o a a-tocoferol no
produjo DSB (Figura 3, A, By C). Similares resultados se
obtuvieron utilizando la cepa haploide (datos no mostra-
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Figura 1. Tasa de sobrevida en funcion de la concentracion de H,0,. Los datos
representan las medias de tres experimentos independientes. Las barras de error
corresponden a los intervalos de confianza binomiales (p < 0.05). A) cepa haploide
SC7K lys; B) diploide SC6.
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Figura 2. Diagramas de barras correspondientes a las tasas de sobrevida de las
cepas SC7 K lysy SC6, luego de exposicion a H,0O, y a las combinaciones Vt +

H,0,y T+ H,0,. A) Cepa SC7K lys, H,

O, 5 mM, y sus combinaciones con Vt o

con T, B) idem panel (a) para SC7K lys, tratada con 10 mM H,O, y sus combina-
ciones Vt+H,0,y T+ H,0,; C) SC6, luego de exposicion a 5 mM de H,O, y a sus
combinaciones Vt+H,0,y T+ H,O,; D) cepa SC6 luego de exposicion a 10 mM
de H,0, y a sus combinaciones Vt + H,O, y T+ H.,O,.
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Figura 3. A) Separacion del ADN cromosémico por electroforesis por campos pulsados alternados (TAFE), cepa SC6. De izquierda
aderecha: 1. control, 2. H,O, (5 mM); 3. Vt; 4.T;5.Vt+H,0,(5 mM); 6. T + H,0, (5 mM); B) Densitogramas laser correspondientes
a SC6 (fotografia en A). Absorbancia (unidades relativas) en funcién de la distancia de migraciéon (unidades relativas). De arriba
hacia abajo: control; Vt y T, C) Densitogramas correspondientes a SC6. De arriba hacia abajo: control, H,0, (5 mM), Vt + H,O,

(5 mM), T+ H,0, (5 mM).

dos). Consistentemente con los resultados del analisis
de sobrevida en las combinaciones, el fraccionamiento
del ADN producido por el H,0, disminuy6 significa-
tivamente en presencia de vino Tannat (Figura 3, A, B, C
y D; y Tablal). Los factores de reduccion medidos por el
cociente FR = DSB /DSB fueron, en ambos casos,
de 2,3 (Tabla 1).

x+y, x+2'

Mutagénesis

Se estudié la mutagénesis inducida por el H,0, a tra-
vés del andlisis de la reversion del marcador de auxotrofia
a heterotrofia lys — LYSen la cepa salvaje SC7K lys (36).
Se observo que la frecuencia de mutacion inducida M(x)
aumentd continuamente en funcién de la concentracion
de H,0, (Figura 4 A). Ademas, se determing la frecuencia
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mutagénica inducida por el vino Tannat agregado en el
medio nutritivo a la concentracion mencionada, y se ob-
servo que no existe un aumento significativo del valor co-
rrespondiente a la mutacion espontanea (Figura 4 B).

DISCUSION

Nuestros hallazgos in vivo, referentes a la disminu-
cion significativa de las DSB inducidas por el peréxido de
hidrogeno en presencia de vino Tannat y su asociacion
con el aumento de la sobrevida celular (Figurasi1-3, Ta-
bla 1), podrian interpretarse sobre la base de dos meca-
nismos no excluyentes: proteccion de blancos criticos
involucrados en las cascadas redox a nivel intracelular y
estimulo de la reparacion de ADN. No puede descartar-
se una interaccion directa entre el perdxido y componen-
tes del vino utilizado.

Con relacion a la posible proteccion del genoma por
mecanismos similares a los que actlian en presencia de
tocoferol (Figuras 2 y 3), los presentes resultados son
consistentes con trabajos previos de nuestro laboratorio,
en los que se utiliz6 como agente oxidante el metil-
violégeno y como protector el acetato de a-tocoferol (5-
7, 35). También hay concordancia con observaciones in

Tabla 1. Determinacion de roturas dobles de ADN (DSB) y fac-
tores de reduccion correspondientes a distintos tratamientos.

Tratamiento DSB/genoma FR
Control 0 _
H,0, (x) 27,0+25 -

Vt + X 11,5+ 1,2 23+0,3
T+x 115+1,4 23+03

x = 5mM; Vt= 1/10 (p/p); T= 4,7 mg/ml
FR: Factor de reduccion

vitro a nivel de células hepéticas (30). En las condiciones
de nuestros experimentos, también el etanol a las con-
centraciones presentes en el vino Tannat podria actuar
como un factor de defensa celular (3). No se descarta la
interaccion directa entre el perdxido y el vino Tannat en
distintos compartimientos, lo que disminuiria la concen-
tracion del primero. En relacién con las dobles roturas de
ADN (DSB) inducidas por distintos tipos de agentes fisi-
cos y quimicos oxidantes, se sabe que constituyen lesio-
nes claves en la produccion de muerte celular, de abe-
rraciones cromosomicas y de transformacion maligna (24,
37). En ciertas condiciones, estas lesiones pueden ser
reparadas por recombinaciéon homaéloga o heteréloga con
distintas probabilidades de error (13). El procesamiento
de lesiones oxidativas en bases adyacentes o mal
apareadas puede resultar en DSB y requiere, entre otros,
los productos de los genes de reparacion escisional (13,
23, 28) y cofactores, como la nicotinamida (13). La tasa
de mutaciéon, aumentada luego de exposicién de las po-
blaciones haploides al H,0, (Figura 4 A), podria depen-
der de la expresion de la reparacion posreplicativa con
error, dependiente del gen RAD6 o de la recombinacion
heteréloga (genes HDF1 y HDF2), de acuerdo a lo ob-
servado utilizando células de mamifero o Saccharomyces
cerevisiae expuestas a agentes oxidantes (13, 24, 28).
Es importante destacar que el vino Tannat no modifico la
tasa de mutacion espontanea (Figura 4 B), lo que indica
ausencia de induccién de lesiones mutagénicas.

En conjunto, estos resultados y los datos proporcio-
nados por la bibliografia nos permiten plantear la exis-
tencia en el vino Tannat utilizado de uno o méas compo-
nentes capaces de contrarrestar o impedir en forma di-
recta o indirecta la accion del peréxido de hidrégeno; es
decir, lainduccién de lesiones a nivel del ADN (DSB), asi
como los efectos potencialmente letales y mutagénicos.
Con alta probabilidad, estos componentes son poli-
fenoles, como el resveratrol, la rutina o la quercetina, y
vitaminas, como la nicotinamida (13, 24, 40). Un estudio
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Figura 4. Frecuencia mutagénica en cepa SC7K lys. A) Tasa espontanea y luego
de tratamiento con Vt y T; B) Frecuencia mutagénica en funcién de la dosis de

H,O,.



del efecto de cada fraccion contenida en el vino Tannat
sobre los observables analizados en este trabajo podria
precisar con detalle la especificidad y la actividad de cada
componente involucrado. Sin embargo, no se puede des-
cartar un efecto global sinérgico del conjunto o de mas
de uno de los componentes naturales en juego (trabajo
en preparacion).
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