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Resumen: Dentro de la gastronomia mexicana, El tejocote Crataegus mexicana es una fruta
tradicional que se usa para tratar algunas enfermedades y malestares fisicos. Estudios han
mostrado que extractos de acetona derivados de la céascara del tejocote (acetona EPT) posee un
contenido quimico con una fuerte actividad antioxidante en modelos y en sistemas bioldgicos in
vitro, lo que se le atribuye a su contenido de polifenoles. El objetivo de la presente tesis fue
determinar la actividad antioxidante del extracto de acetona EPT para proteger a los eritrocitos
contra el dafio oxidativo in vitro. La actividad antioxidante fué determinada en términos de su
efecto contra el dafio oxidativo por la técnica de TBARS, los cambios morfoloégicos por
microscopia de luz y el patrén de las bandas por analisis de electroforésis de las proteinas de las
células rojas de la sangre (CRS). Se selecciond el FeSO4 para inducir la peroxidacion de los
lipidos de la membrana celular en CRS humanos y en las proteinas del cito-esqueleto. El
contenido total de polifenoles en el extracto de acetona EPT fue de 0.68 + 0.001 mg/g como el
equivalente de acido galico por gramo. El atrapamiento de DPPH fue calculado por su ICso in
15.26 + 0.20 mg/L. La mayor inhibicion en la formacion del TBARS por el extracto de acetona
EPT fue de 16.78 + 0.33 mg/L. El extracto de acetona EPT retarda las alteraciones morfologicas
durante la eriptosis del eritrocito. El patron de las bandas por la técnica de electroforésis mostrd
que algunas proteinas no se alteran cuando son incubadas durante largos periodos en el extracto
de acetona EPT. Ademas se encontrd que el extracto de acetona EPT ofrece una proteccion
significativa a la membrana del eritrocito contra el dano oxidativo hasta por 28 dias. En
conclusion, el extracto de acetona EPT es capaz de proteger a los eritrocitos contra el dafio

oxidativo y los cambios morfoldgicos, actuando como un fuerte antioxidante.



iNDICE

INTRODUCCION
1. ESTRES OXIDATIVO
1.0 Radicales libres
1.0I. Especies reactivas de oxigeno
2. ESTRES OXIDATIVO Y ENFERMEDADES METABOLICAS
3. MECANISMOS DEL ESTRES OXIDATIVO EN EL DANO CELULAR
3.1 Mecanismos de defensa antioxidantes en la célula contra especies
reactivas de oxigeno
4. LIPOPEROXIDACION

4.i. Fuentes de hierro (Fe) en la lipoperoxidacion
4.ii. Productos finales derivados de la lipoperoxidacion
4.iii. Malondialdehido
5. EL ERITROCITO
5.1, Embriologia del Eritrocito
5.ii. Fisiologia y Morfologia del Eritrocito
.iii. Composicién molecular de la membrana del eritrocito

a. Metabolismo del eritrocito
5.iv. Hemocaterésis o Eriptosis, la apoptosis del eritrocito
5.v. Mecanismos moleculares involucrados en la eriptosis
5.vi. Mecanismos moleculares involucrados en la oxidacion de proteinas
por los radicales libres
5.vii.  Porcentaje del volumen de CRS (Hematocrito o FVE)
5.viii.  Hemoglobina
6. MECANISMOS OXIDANTES Y ANTIOXIDANTES DE LA SANGRE Y EN EL
ERITROCITO
7. METODO PARA EVALUAR EL ESTRES OXIDATIVO EN EL ORGANISMO
7.0 Técnica de TBARS
8. ANTIOXIDANTES NATURALES
8.1. Efectos de los antioxidantes en el organismo.

8.2. Flavonoides: Polifenoles

pagina

N OO oo W -

12
13
14
16
16
18
18
23
23
25
27

29
29
30

32
32
33
34
35



VI

8.2.i.  Estructura molecular

8.2.ii.  Estructura-Funcion de los flavonoides

8.2.iii. Inhibicién de la lipoperoxidacién por accién de los
flavonoides

8.2.iv. Inhibicién de la lipoperoxidacion en la membrana del

Eritrocito

ANTECEDENTES
1. EL TEJOCOTE (Crataegus mexicana) COMO ANTIOXIDANTE.

1.
I.2.
I1.3.
11.4.

JUSTIFICACION

HIPOTESIS

OBJETIVOS

Origen

Clasificacion taxonémica

Etnobotanica. Usos y aplicaciones del tejocote en enfermedades.

Composicioén fitoquimica

I1.1.4.i. Carotenoides

I1.1.4.ii. Polifenoles

I1.1.4.iii. Datos del laboratorio de Nutricién de la UAT

V.1. Objetivo General
V.2. Objetivos Especificos

MATERIAL Y METODOS

VI.1. Material.
VI1.2. Métodos.

VI1.2.i. Obtencién de los frutos de tejocote

VI.2.ii. Obtencién de la epidermis de tejocote

VI.2.iii. Preparacion de los extractos de tejocote

VI.2.iv. Analisis de la reduccién de la actividad oxidante con DPPH

35
38
39

40

41
42
43
43
45
48
49
49

50

51

51

52
52
53
53
53
54
54



VII.

VI.2.v. Determinacién de compuestos fendlicos totales

VI.2.vi. Seleccién de los sujetos y examen clinico

VI.2.vii. Obtencion de las muestras de sangre

VI1.2.viii. Manejo y preparacion de las muestras de sangre

VI1.2.ix. Determinacién del volumen sanguineo y hematocrito

VI1.2.x. Determinacién de hemoglobina en sangre

VI.2.xi. Cuantificacién de proteinas por el método de Lowry

VI.2.xii. Preparacién de los eritrocitos (CRS) para formar células fantasma (CF)

VI.2.xiii. Determinacion de la lipoperoxidacién en eritrocitos, con la técnica de
TBARS

VI.2.xiv. Peroxidacion lipidica inducida con FeSOy4 en las CRS para realizar el
anaélisis morfolégico

VI1.2.xv. Anélisis citolégico

VI.2.xvi. Determinacién de la morfologia del eritrocito

VI.2.xvii. Dinamica de flujo de las CRS

VI.2.xviii. Andlisis del eritrocito por electroforésis en geles de SDS-PAGE

VI1.2.xix. Andlisis estadistico de los resultados

RESULTADOS

VII.1. Obtencién de extractos de tejocote

VII.2. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales, DPPH e ICso

VII.3. Sujetos de estudio y resultados del anélisis de las muestras de sangre.
VII.3.a. Promedio de sangre total y volumen globular medio
VI1.3.b. Determinacién del hematocrito
VII.3.c. Determinacién de la hemoglobina
VII.3.d. Cuantificacién de proteinas totales

VIl.4. Determinacion de lipoperoxidacion por la técnica de TBARS.

VII.5. Cuantificacién y cambios morfolégicos de las CRS y CF.
VIl.5.a. Cuantificacién y cambios morfolégicos de los eritrocitos con y sin
extracto de acetona EPT

1. Normocitos

2. Anisocitos

10

54
55
56
56
57
57
57
58
58

59

60
60
62
62
63

65
65
65
65
65
66
66
67
67
69
69

72
73



VIII.

XI.

XIl.

XII.

XIV.

Acantocitos
Equinocitos

Cuerpos de Heinz

o 0 AW

Esquistocitos

VII.6. Dinamica de flujo, cambios cinéticos y morfolégicos de las CRS
VII.7. Analisis del eritrocito por electroforesis en geles de SDS-PAGE
DISCUSION

CONCLUSIONES

PERSPECTIVA

REFERENCIAS

GLOSARIO DE TERMINOS

Abreviaciones

ANEXOS

Permisos

PUBLICACIONES Y CONGRESOS PRODUCTOS DEL PROYECTO

11

73

74

74

76

76

78

82

86

87

88

97

101

105



|. INTRODUCCION

La nutricién es el conjunto de procesos fisiologicos en donde los alimentos
ingeridos se trasforman y se asimilan, incorporandose al organismo. El deterioro del
estado nutricional promueve la aparicion de problemas de malnutricion (Mataix, 2009).
La malnutricion se asocia a la exposicion de oxidantes moleculares que generan
especies reactivas de oxigeno (ERO) (Mata y cols., 2008). Las ERO son capaces de
producir cambios a nivel celular como es la peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion
(LPO) lo que genera cambios en la fluidez y permeabilidad de las biomembranas,
comprometiendo la funcion de receptores, canales i6nicos y proteinas que pueden
producir la muerte celular y dafo a los tejidos. La LPO se asocia al desarrollo de
procesos patolégicos y enfermedades cronico-degenerativas, inflamacion, dafio post-

isquémico en perfusiones y transfusiones sanguineas (Cheng y Li, 2007).

Los antioxidantes presentes en frutas y vegetales comestibles protegen de los
efectos del estrés oxidativo. Esto podria ser debido al efecto protector de compuestos
antioxidantes especificos 0 de una accion sinérgica de los diferentes antioxidantes
presentes en los alimentos. Algunos antioxidantes presentes en frutas y vegetales son

fitatos, flavonoides y carotenoides, asi como de las vitaminas A, E y C (Willet, 1994).

El Tejocote (Crataegus mexicana) es una fruta tradicional que se utiliza en la
gastronomia y herbolaria mexicana. Esta variedad de tejocote ha sido poco estudiada
en relacion a sus beneficios clinicos (Arrieta y cols., 2010; Andrade-Cetto y cols., 2005)
y solo un estudio se ha reportado en relacién a la composicién fitoquimica de sus flores
(Garcia-Mateos y cols., 2012). Se ha mostrando la presencia de polifenoles como son
la quercetina 3-O-glucésido, quercetina 3-O-ramndsido, quercetina 3-O-ramnosil-
(1—2)-[ramnosil-(1—6)]-glucdsido, y quercetina 3-O-ramnosil-(1—6)-glucdsido (rutina),
asi como la accion antioxidante de extractos con acetona y metanol de la cascara de
tejocote (Méndez y cols., 2013). Sin embargo, se conoce poco sobre cuales son estos
metabolitos, ni la composicidén de los polifenoles en la cascara del tejocote Crataegus
mexicana, tampoco se ha medido su capacidad antioxidante en modelos celulares en

seres humanos.
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Los eritrocitos son un modelo celular muy utilizado para el estudio de los
mecanismos de dafio oxidativo y toxicidad en biomembranas, ademas de ser una
muestra facil de obtener y preparar, representan un modelo celular simple por no
contener nucleo ni organelos. Los eritrocitos son susceptibles al estrés oxidativo,
debido a su funciéon como transportadores de oxigeno, su elevado contenido de acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) en la membrana, y por contener una elevada
concentracion de hemoglobina intracelular que pueden actuar como promotores de
procesos oxidativos, como es el caso de la lipoperoxidacion, lo que conlleva a un dafo
en la membrana celular, el citoesqueleto y cambios fisiopatolégicos en diferentes
enfermedades sanguineas, asi como cardiovasculares (Singh y Rajini, 2008), ademas

de la hemolisis.

El estrés oxidativo en las células rojas de la sangre (CRS) induce danos en las
proteinas del cito-esqueleto (Dean y cols., 1997), y en los fosfolipidos de la membrana
celular (Kowalczyk y cols., 2012), causando de forma directa o indirecta cambios
morfolégicos y micro-reolégicos (Hebbel y cols., 1990), lo que genera una eriptosis
prematura (Kempe y cols., 2006; Lang y cols., 2006). Estos cambios estan involucrados
en la patogénesis de numerosas enfermedades de la sangre, incluyendo diferentes
tipos de anemias, desordenes vasculares, cuagulopatias o insuficiencia venosa;
también juegan un papel importante en la vida de los eritrocitos en las bolsas de sangre
(Baek y cols., 2012). Las ERO también estan involucradas en otro tipo de

enfermedades crénicas (Kowalczyk y cols., 2012).

La técnica de TBARS (Substancias Reactivas al Acido Tiobarbitirico) es
utilizada para determinar y monitorear la peroxidacion lipidica, siendo ésta el mayor
indicador de estrés oxidativo. Debido a que hay otras fuentes de malondialdehido, ésta
técnica no es completamente especifica para la peroxidacién de lipidos. Sin embargo,
es ampliamente utilizada para determinar y monitorear la actividad de substancias
oxidantes y antioxidante en drogas, productos alimenticios, tejidos biologicos tanto de
humanos como de animales (Janero, 1998; Callaway, 1998). Su aplicacion en

biomedicina es ampliamente utilizado para monitorear diferentes enfermedades en
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suero, plasma y células sanguineas (Villa-Caballero, 2000), asi como auxiliar de

diagndstico clinico (Estepa y cols., 2001).

Los tejidos y muestras bioldgicas contienen productos libres derivados del
estrés oxidativo, como los hidroperdxidos lipidicos y aldehidos (como el
Malondialdehido [MDA]), que reaccionan con el TBARS formando aductos cromogenos
y fluorescentes de MDA-TBA (Malondialdehido-Acido Tiobarbiturico) muy estables, que
pueden cuantificarse por espectrofotometria de absorcién UV o por fluorometria (Kwon,
1964). En la membrana celular bi-lipidica del eritrocito se puede producir oxidaciéon por
las ERO, y la formacion del MDA puede ser medido y determinado debido al estado
alterado de oxidoreduccion de la células (Singh y Rajini, 2008; Bhooshan-Pandey y
cols., 2011). Sin embargo, las CRS tienen un sistema anti-oxidante muy efectivo que
incluye altos niveles de la enzima catalasa (Cafas y cols., 1988; Aebi y cols., 1968),
menor nivel de la super-6xido dismutasa (SOD) (Lynch y cols., 1976), y la glutation
peroxidasa reducida (GPR) (Van Asbeck y cols., 1985), lo que hace que éstas células

sean atrapadoras moviles de radicales libres.

Se ha demostrado en estudios previos (Méndez y cols., 2013) la capacidad
antioxidante del tejocote Crataegus mexicana, al inhibir la lipoperoxidacion en células
de cerebro de rata in vitro. Para profundizar en la potencial interaccion del eritrocito con
los antioxidantes encontrados en frutas mexicanas, el propdsito de este trabajo fue
valorar, in vitro, la capacidad antioxidante de los extractos derivados de la cascara de
tejocote (Crataegus mexicana) en la inhibicion de la lipoperoxidacion y los cambios
morfolégicos en la membrana del eritrocito humano durante su lapso de vida. La
hipotesis de éste estudio es que la peroxidacidn lipidica en la membrana del eritrocito

es inhibida por el extracto de acetona EPT de Crataegus mexicana.

1. ESTRES OXIDATIVO.
El oxigeno (O2) es fundamental para el metabolismo y la sobrevida de los
organismos aerdbicos, sin embargo, en ciertas condiciones se ha asociado con efectos

toxicos de algunos tejidos (Canas y cols., 1988). De manera habitual el O2, se
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encuentra en su forma mas estable con los electrones que forman el enlace (p),
antienlazante con el mismo espin, y se le conoce como en estado triplete. Sin embargo,
por razones puramente quimicas, enzimaticas o por efecto de las radiaciones
ionizantes, se pueden producir una serie de especies quimicas o0 substancias
prooxidantes (moléculas o radicales libres altamente reactivos), que son capaces de
dar lugar a multiples reacciones con otros compuestos presentes en el organismo, que
llegan a producir daio celular.

En 1956 Harman describe la teoria del estrés oxidativo (Konisberg, 2008). El
estrés oxidativo se define como la exposicion de la materia viva a diversas fuentes que
producen la pérdida del balance entre radicales libres y los antioxidantes encargados

de eliminar dichas especies quimicas, a favor de los radicales libres.

1.i. Radicales libres

Desde el punto de vista quimico los radicales libres son atomos o grupos de
atomos cargados o no, que en su estructura atdmica tienen un electrén desapareado o
impar en su ultimo orbital, por lo que son muy reactivos, ya que tienden a sustraer un
electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electrénica (Se
identifican con un punto situado a la derecha del simbolo, ej: H™ = radical libre del
hidrégeno). Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén que necesita
para aparear su electrén libre y estabilizar su molécula, la molécula estable que se le
cedid se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electron desapareado,
inicidandose una reaccidn en cadena que desestabiliza la organizacién molecular.
(Geronikaki y Gavalas, 2006).

La vida media bioldgica de un radical libre es de microsegundos, pero tiene la
capacidad de reaccionar con todo lo que esta a su alrededor provocando un gran dano,
destruyendo moléculas y membranas celulares. Desde el punto de vista quimico, son
moléculas que se producen por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la
cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de trasporte de electrones a nivel
microsomal y en los cloroplastos, y las reacciones de oxidacion, produciendo dafo
celular (oxidativo) al interactuar con las principales biomoléculas del organismo. Los

radicales libres del oxigeno no son deletéreos, nuestro organismo los produce en forma
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moderada para combatir bacterias y virus, tienen una funcién fisiolégica en el
organismo, como la de participar en la fagocitosis, favorecen la sintesis de colageno y
de prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular, disminuyen la sintesis de
catecolaminas por las glandulas suprarrenales, modifican las biomembranas y
favorecen la quimiotaxis. Existen radicales libres y otras especies no radical, que
participan en reacciones que incrementan la concentracion de agentes prooxidantes, y

se conocen como Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) (Venereo-Gutiérrez, 2002).

1.ii. Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Es el término que se aplica colectivamente a las moléculas radicales y no
radicales derivadas del oxigeno que son agentes oxidantes y/o son facilmente
convertidas a radicales. Las ERO, juegan un papel importante en la fisiopatologia de
muchas enfermedades. El estrés oxidativo se refiere a un desequilibrio entre la
generacion de ERO sobre las defensas naturales, enzimaticas y no enzimaticas,
produciendo alteraciones transitorias o definitivas de la relacion estructura-funcion en
los niveles de organizacion celular. Las principales especies reactivas del oxigeno o
sustancias prooxidantes se muestran en la Tabla 1.

Los radicales libres se generan a nivel intracelular y extracelular. Entre las
células relacionadas con la produccion de radicales libres tenemos a los neutrofilos,
monocitos, macréfagos, eosindfilos y las células endoteliales. Las enzimas oxidantes
involucradas son la xantin-oxidasa, la indolamin-dioxigenasa, la triptéfano-dioxigenasa,
la mieloperoxidasa, la galactosa oxidasa, la ciclo-oxigenasa, la lipo-oxigenasa, la

monoamino-oxidasa y la NADPH oxidasa (Venereo-Gutiérrez, 2002).

2. ESTRES OXIDATIVO Y ENFERMEDADES METABOLICAS

Los transtornos metabdlicos y las enfermedades cronico-degenerativas, se han
asociado con problemas de estrés oxidativo (Palmieri y cols., 2006). Los tejidos mas
estudiados son: el sistema nervioso, el sistema vascular, el riidn, pancreas, higado, la
retina y la piel (Buddi y cols., 2002). En estudios clinicos, el estrés oxidativo aumenta
con la edad (Salvolini y cols., 2006), en procesos inflamatorios como la artritis (Nagler y

cols., 2003), en terapias con radiacion ionizante (De la Cal y cols., 2006), y son
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responsables de patologias crénicas, incluyendo el cancer y alteraciones
neurodegenerativas (Buddi y cols., 2002), y la hipertension arterial esencial (HTA)
(Touyz, 2005).

Oxidante Descripcion

Anién Superdxido (027) Oxigeno con un electron de mas en un orbital. Estado de reduccion de un electrén
de O, formado en muchas reacciones de autooxidacién y por la cadena de
transporte de electrones. Es poco reactivo, pero puede liberar Fe?* de proteinas
ferrosulfuradas y de la ferritina. Sufre dismutacion para formar H20:
espontaneamente o por catalisis enzimatica y es un precursor para la formacion de
HO" catalizado por metales. Son producidos por los fagocitos y en reacciones de
autoxidacion (ciclo redox de las flavoproteinas) y generadas por oxidasas (proteinas
heme)

Radical hidréxilo (HO") Estado de reduccién de tres electrones, formado por la reaccion de Fenton y la
descomposicién de peroxinitrito. Extremadamente reactivo, ataca la mayoria de los
componentes celulares. El radical perhidroxido es una forma protonada de O2""

Peroxido de hidrégeno (H202) Estado de reduccion de dos electrones, formado por la dismutacion de *O2 o por
reduccién directa de Oz. Soluble en lipidos y por ende capaz de difundirse por
membranas. Se amplifica por la presencia de proteinas heme.

Oxigeno singulete (102) Oxigeno singulete

Oxido Nitrico (NO) Molécula altamente inestable en el aire ya que se oxida rapidamente en presencia
de oxigeno convirtiéndose en dioxido de nitrégeno.

Peroxido (ROO%) Radicales organicos centrados en oxigeno. Formas lipidicas (LOO) participan en

Alcoxido (RO reacciones de peroxidacion de lipidos. Producido en presencia de oxigeno por
adicion de radicales a dobles enlaces o eliminacién de hidrogeno.

Hidroperdxido organico (ROOH)  Formado por reacciones de radicales con componentes celulares como lipidos y
nucleobases por pérdida de hidrogenos.

Semiquinona Q Molécula en estado de semireduccion, que es susceptible a seguir siendo oxidada,
como es el caso de algunos flavonoides.

Ozono (0s) Molécula altamente reactiva capaz de generar radicales libres de diversos &tomos

como halégenos, nitrogeno, azufre y O, todo esto catalizado por rayos de alta
energia como los UV.

Acido hipocloroso (HOCI) Formado a partir de H202 por la mieloperoxidasa. Soluble en lipidos y altamente
reactivo. Rapidamente oxida constituyentes de proteinas, incluyendo grupos tiol,
grupos amino y metionina.

Peroxinitrito (OONO™) Formado en una répida reaccion entre Oz y NO®. Liposoluble y similar en
reactividad al acido hipocloroso. Su protonacion forma &cido peroxinitroso, que
puede someterse a escision homolitica para formar radicales de hidroxilo y de
diéxido de nitrégeno.

Tabla 1. Radicales libres derivados de oxigeno.

3. MECANISMOS DEL ESTRES OXIDATIVO EN EL DANO CELULAR

La disminucion intracelular de antioxidantes, en el estrés oxidativo agudo o
crénico, o en diferentes tipos de enfermedades como es el sindrome metabdlico
(Kowalczyk y cols., 2012), incrementa la acumulacién intracelular de especies reactivas
de oxigeno (ERO), como el H202, O2y el "OH. Los radicales libres pueden alterar el
ADN de las células, proteinas y/o membranas fosfolipidicas y tienen una notable
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capacidad para un dafo extensivo del sistema fisiolégico. Frecuentemente las especies
reactivas del oxigeno pueden inducir apoptdsis (Daisuke y cols., 2010), siendo un
proceso regulado que juega un papel importante en la homeostasis celular (Mata y
cols., 2008).

3.i. Mecanismos de defensa antioxidantes en la célula contra especies

reactivas de oxigeno

Para contrarrestar los efectos de los radicales libres y por consiguiente de las
ERO, las células producen su propio sistema de antioxidantes por medio de diferentes
mecanismos que impiden la formacion o en su caso neutralizan las ERO una vez que
se han formado. Una parte de estas defensas se encuentran en la mitocondria y se
clasifican en 5 niveles.

En primer lugar, cuenta con un sistema enzimatico capaz de efectuar la
reduccion tetravalente consecutiva del oxigeno, sin liberar los intermediarios tales como
02" y H202. Esto lo logra con gran eficiencia el sistema citocromo oxidasa (complejo IV
localizado en la membrana interna mitocondrial) responsable de mas del 90% de la

reduccion de oxigeno en el organismo humano.

En segundo lugar se encuentra la  2H"+H0: GSSG NADP

enzima especializada superoxido dismutasa
_ . 2 H* GPx GR
(SOD), que es miembro de una familia de

metaloenzimas las cuales catalizan la 2 H20 2GSH NADPH

dismutacion del radical anién superoxido para

. . . Fig. 1. Reaccion antioxidante de glutation
formar oxigeno y peréxido de hidrégeno. En las peroxidasa (GPx) a expensas del glutation
reducido (GSH). La GPx reduce el H202 a H.0
utilizando GSH como donador de electrones y
formando glutation oxidado (GSSG). Finalmente
la glutation reductasa (GR) regenera el GSH

mitocondrial que contiene manganeso (Mn2+) en utilizando NADPH como donador de electrones.

células eucarioticas existen tres tipos de

enzimas SOD atrapadoras de metales, la

su sitio activo (Mn-SOD), una citoplasmatica con
un atomo de cobre (Cu?*) y uno de zinc (Zn?*) en
su sitio activo (Cu, Zn-SOD) y la tercera es una

SOD extracelular.
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Un tercer nivel de defensa esta constituido por enzimas, como la catalasa
(CAT) que cataliza la conversion de H202 a H20 y cuya actividad ha sido descrita en la
mitocondria; las peroxidasas (PX), que por diversos donadores de electrones reducen
el H202. Otra enzima es la glutatién peroxidasa (GPx), que se localiza en el citosol y la
mitocondria, cataliza la conversion de H202 a H20 utilizando glutation reducido (GSH)
como donador de electrones (Figura 1). Acoplada a esta reaccion, la glutation
reductasa (GR) reduce al glutation oxidado (GSSH) utilizando nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato reducido (NADPH), impidiendo de esa manera que se agoten las

reservas de GSH.

En el cuarto nivel, las ERO pueden ser neutralizadas por substancias con
propiedades antioxidantes, conocidos como atrapadores de radicales libres. Estos
pueden ser hidrofébicos como las quinonas y el a-tocoferol o vitamina E, éste ultimo
considerado como un excelente antioxidante ya que por su hidrofobicidad se encuentra
en las membranas, donde es un eficaz protector, evitando la lipoperoxidacién; o
hidrofilicos como el GSH que participa en la reaccion descrita previamente. En muchos
estudios se ha demostrado que el nivel de antioxidantes es de vital importancia para

prevenir, revertir o al menos reducir el dafio causado por las ERO.

Ya producido el dano celular, el quinto nivel de defensa es la reparacion. La
mayor parte de las moléculas del organismo sufren recambio constantemente, por lo
que son peridédicamente reemplazadas (Elchuri y cols., 2005; Muller y cols., 2006).En el
caso de los eritrocitos, por sus caracteristicas morfofuncionales, tienen una limitada
capacidad de biosintesis y de mecanismos de reparacion, por lo que acumulan
modificaciones fisicas y bioquimicas en su estructura, las cuales se acentuan con la
edad de la célula, y la lesion celular asociada con estresantes fisicos y quimicos; esto
conlleva a alteraciones en su metabolismo y de las defensas antioxidantes, lo que
permite la oxidacion de la hemoglobina (Hb), promoviendo su agregacion y la union de
autoanticuerpos naturales y por lo tanto la peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion de la
membrana celular (Coimbra y cols., 2006). Estos aspectos seran discutidos

posteriormente en el los mecanismos de dano oxidativo en el eritrocito.
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4. LIPOPEROXIDACION

Como consecuencia del metabolismo celular en el ser humano, se producen
radicales libres que generalmente son eliminados por antioxidantes enddgenos, pero
también pueden interaccionar con los lipidos séricos y tisulares, provocando su
peroxidacion (Estepa y cols., 2001). La peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion (LPO)
juega un papel muy importante en la patogénesis y gravedad de diversas
enfermedades. Las investigaciones quimicas indican que la LPO es un conjunto de
reacciones en cadena mediada por los radicales libres, que producen la degradacion
oxidativa de los lipidos.

En este proceso los radicales libres i

hY

[=]

sustraen electrones a partir de un atomo de

&
+ "OH —-Lb- & Lipide radica
\
H

hidrégeno del grupo reactivo metileno (-CHz-) de

___.J-H‘_T___-:_\:\_\___.-'-\-\,m

Iniciacion £
A

¥ b

los lipidos (HL), proceso que deja un electrén  Linidoinsaracs ~ \ 0
Fropagacion %,

impar en el atomo de carbono del grupo metileno, ) / . .

s | I:-" F

. e . 5 | y L

lo que promueve una transposicién de las uniones :; \ V2 p)

. J=00H J—H Y—po"

dobles adyacentes al grupo metileno vy { { {

produciendo radicales alquilo (L). La membrana  liwide perésido vido percd radica

celular que esta constituida principalmente de
lipidos, sufre LPO resultando en un dafio a la  Fig. 2. Fase de iniciacion, propagacion y
o terminacion de la lipoperoxidacion.

célula, como es el caso de la hemdlisis de los
eritrocitos.

En la mayoria de los casos afecta a los acidos grasos poli-insaturados, ya que
presentan enlaces dobles multiples, entre los cuales existen grupos metileno (-CHz-)
que poseen hidrégenos reactivos. Se presenta en tres fases principales: iniciacion,

propagacion y terminacion (Canas y cols., 1988) (Figura 2).

Ante la presencia de Oz2, los radicales alquilo reaccionan formando radicales
peroxilo (LOO"), que pueden sustraer un atomo de hidrégeno para producir peréxido
lipidico (LOOH) y propagar la reaccion hacia otras moléculas. EI LOOH resultante se
descompone en presencia de iones activos de hierro (Fe), formando mas especies

reactivas como (LOO"), alcoxilo (LO®), o radicales epoxiperoxilo (OLOO"). Estas
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especies pueden sustraer atomos de hidroégeno de los lipidos para propagar la LPO o
terminar la reaccién en cadena por dimerizacion o por el ataque a proteinas y el DNA
para causar dafio oxidativo y uniones cruzadas de proteinas/DNA (Cheng vy Li, 2007)
(Figura 3). Uno de los factores que puede influir en el acortamiento de la vida media
del eritrocito son los diferentes niveles de LPO que en el se producen (Valenzuela y
cols., 1983; Canas y cols., 1988).

Se sabe que el Fe (siempre como un complejo) es un efectivo catalizador en la
LPO, pero aun existen dudas de cémo se lleva a cabo dicho proceso. La reacciéon de
Fenton, se ha considerado el mecanismo por el cual se producen radicales hidroxilo
(‘OH) altamente oxidantes para sustraer atomos de H de los acidos grasos poli-
insaturados (PUFAs), pero las enzimas que degradan el H202 o descomponen los
radicales hidroxilo raramente inhiben la peroxidacion dependiente del Fe. De manera
similar esta en controversia que los radicales anionicos superdxido (O2) sean los
iniciadores de la LPO por la via de la reaccion de Haber-Weiss o directamente por la
sustraccion de H debido a que la superdxido dismutasa (SOD) no tiene efecto en el
superoxido presente en el sistema de LPO. Dado que la dependencia de Fe en
diferentes sistemas de LPO esta constituido inicialmente de Fe (ll) y que los liposomas
fosfolipidicos requieren de la oxidacion con Fe (ll), y en otros sistemas que la LPO
requieren de Fe (lll) y los liposomas requieren de Fe (lll) para su reduccion, la hipétesis
que envuelve el complejo Fe (II)-O2-Fe (lll) en relacién (1:1) deberia ser considerada
como causa de LPO. Ya que es dificil aislar dichos compuestos queda en duda si la
LPO inicia con estos compuestos estequiometricos, ya que el Fe (lll) no es fundamental
para la lipoperoxidacion. Considerando los 6xidos que se forman en las reacciones
cataliticas de peroxidacioén, algunos investigadores sugieren que la LPO asociada a Fe
podria ser iniciada por el ion ferril (FeOz2") o el idbn perferril (Fe2*0O2).

Esto crea confusion en los mecanismos de LPO y su relacion al dano celular,
asi como los mecanismos de la actividad antioxidante de ciertos compuestos, que
deberan ser resueltos en diferentes procesos de investigacion. Se considera que las
enzimas como la lipooxigenasas que utilizan PUFAs como sustratos reductores

catalizan los LPO de forma enantiomérica.
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Fig. 3. Lipoperoxidacion y radicales derivados de la oxidacion de lipidos. La reaccion se inicia cuando el radical libre
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En adicion, especies de Fe hipervalente generadas por la proteinas heme o
complejos simples de Fe muestran reactividad especifica hacia los lipidos. De igual
manera la presencia de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) en muestras de lipidos,
incrementan la iniciacion de la LPO. El Fe es capaz de descomponer los radicales a
peroxidos lipidicos, que sustraen hidrogenos y propagan la reaccién en cadena. Sin
embargo, la deteccion de radicales superéxido o hidroxilo no son necesariamente un
indicador de la iniciacién de la LPO. Existen especies mas efectivas en la formacion de
LPO, como los derivados de los radicales lipidicos LOOH (iniciacion secundaria),
compuestos de Fe hipervalentes y oxidacion enzimatica. De igual manera se

consideran el Fe (ll), Fe (Ill), quelantes y otros metales cationicos.

4.i. Fuentes de Hierro (Fe) en la lipoperoxidacion

El Fe es un elemento esencial para el crecimiento y supervivencia de los
organismos. El 65% de las diferentes formas de Fe se encuentra unido a la
hemoglobina, 10% presente en la mioglobina, citocromo y enzimas que contienen
hierro, y 25% a las proteinas que almacenan hierro, ferritina y hemosiderina. La
capacidad de unidon del Fe, le permite variar su estado de oxidacién, potencial de
reduccion y configuracion electrénica, participando en varias actividades bioldgicas. Por
un lado es un cofactor esencial para muchas proteinas (citocromo, hierro-sulfato y
proteinas heme). Por otro lado es un catalizador de reacciones quimicas que forman
radicales libres con el consecuente estrés oxidativo y dafio a la célula. La reaccion de
formas activas de oxigeno con las PUFAs en las biomembranas, producen un dafo

celular con el Fe, en algunos casos proteinas que contienen Fe inducen a la LPO.

La reaccion del peroxido de hidrogeno (H202) con el Fe (ll) de la hemoglobina
(oxiHb y dioxiHb) y Fe (lll) con hemoglobina (metHb), produce ferrilhemoglobina
(ferrilHb) y oxiferrilhemoglobina (oxiferrilHb), y ambas estan implicadas en el dafio
celular. Los efectos citotdxicos asociados con la hemoglobina (Hb) o mioglobina (MHDb)
se deben a sus reacciones redox con los peréxidos que forman su estado de oxidacién
férrica de las proteinas, analogos a los compuestos Fe | y Fe Il formados en el ciclo de

catélisis de muchas enzimas de peroxidacion.
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El estado de oxidacion de las proteinas como agente oxidante, promueve el
dafio oxidativo a la mayoria de las moléculas bioldgicas, incluyendo la LPO. El ingreso,
almacenamiento y usos del Fe libre en el organismo esta controlado por proteinas y
enzimas reguladoras (PRFe) de Fe para minimizar los efectos toxicos, previniendo
alteraciones en la salud del individuo. Las PRFe se encuentran en el citosol, regulan y
se unen al ARN mensajero de muchas proteinas que participan en el metabolismo de la
célula.

La generacion de Fe libre, debido a degradaciones no enzimaticas de las
proteinas heme, estan implicadas en su toxicidad. En condiciones de estrés oxidativo,
el suporoxido (O2") es generado inmediatamente, y es capaz de reducir la forma férrica

(ferritin) a ferrosa y producir liberacion de Fe (Figura 4).

IRP1 _([3Fe-45] or [2Fe-45]) - Hemoglobina
IRE -
Disminucion Aumento )
)/ (Fe) (Fe) &
IRP-IRE _romnlein 2
IRP1_([4Fe-4S =
Activacion de
c-aconitasa HOQC HOOC HOQC HOOC
™ *
Translacion de Fe (Biliverdin) \_/ (Heme) oy '
Metabolismo de Transferrin accepto Expresion de 2 (oxidante)
proteinas (ej: ferritin y (TFR) inactivation apo-ferritina HO
aconitasa co Oxidacion
del
4 complejo
i S omommmmmSmmmmommsemes sulfuro-Fe
Transferrina Degradacié
. Ferritin (almacenaniento de Fe) t  Degradacion
Importacion de Fe ¢ oxidativa del
0" generation - ( anillo
0z = ,g O (reductor) I tetrapirrol de
sistemas ¥~ Otros reductores Médula ésea heme
- Toxicidad Liberacion de Fe de heme
Reduccion y liberacion de Fe deFe o Fe-Sulfuro

Fig. 4. Regulacion y liberacion de Fe bajo condiciones de estrés oxidativo.

Un sistema enzimatico variado, como es la xantina/xantina oxidasa (XO), la
nicotinamida adenina dinucleotido (NADH)/ el sistema de oxidasa nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH), y el sistema hipoxantina (HX)/XO, participan en la
produccién de Oz (Cheng y Li, 2007).

4.ii. Producto final derivado de la lipoperoxidacion

Existen diferentes productos de degradacion metabdlica de los lipoperéxidos,
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como los isoprostanos y los isdmeros de las prostaglandinas producidos a partir del
acido araquinodico a través de una via metabdlica catalizada por radicales libres y que
se eliminan principalmente por orina. Debido a la inestabilidad de los productos de la
peroxidacion lipidica, se determinan los productos de su degradacion metabdlica,
constituidos por aldehidos de alta capacidad reactiva, siendo el mas importante el
malondialdehido (MDA) (Tabla 2).

Substancia Agente Derivados Producto de degradacion Producto final
metabodlica cuantificable
Peréxido lipidico 6 Lipoproteinas Isoprostanos Malondialdehido (MDA)
Lipoperoxidos Aldehidos (LOOH") 4-hidroxinonenal
Acido araquidénico Isomeros de las prostaglandinas Alcanos Etano
Pentano

Productos de Mieloperoxidasa Halogenacion Incremento en neutrdfilos
Tirosinas
Productos de Mieloperoxidasa Nitracion Sintasa 6xido nitrico Activacion de macréfagos
Tirosinas (iNOS)

3-nitrotirosina
3-nitrotirosina

Tabla 2. Productos finales derivados de la lipoperoxidacion.

4.iii. Malondialdehido (MDA) 8 o il H o H
PRg =&
El malondialdehido (Figura 5a) es un U —— _O)\H\O
compuesto volatil  (CsH4O2), de bajo peso (o) & % (Z',

molecular (P.M. = 72.07 g/mol) de cadena corta

1,3-dicarbonilo y moderadamente acido débil

H H H
., 0" N0 0+ 0 0° ™0
(pKa = 4.46). En solucién y en fase de gas el ‘ — } — |
A ez N
MDA es completamente enolizado, formando 2 " H H H
H H H
moléculas asimétricas unidos por puentes de (b} (e) (d)

_— . . Fig. 5. Estructura quimica del MDA.
hidrogeno intramoleculares (Figura 5b y 5d), g a

con una barrera baja para formar una estructura , Pigmento
Reactivo Amax € x 103
simétrica con uniones hidrégeno (Figura 5c). : _
Acido Barbitirico 485 n.d.
El MDA tiene una absorvancia en la TBA 532 153.0
TBA 532 156.0
region UV tanto en solucién acuosa acida (Amax =  TBA 530 158.0
TBA 532 159.2
245 nm; ¢ ~ 13 x 10%) como bésica (Amax = 267  Digtil-2-TBA 540 nd.
Difenil-2-TBA 537 n.d.

nm; € ~ 30 x 103). El enol de MDA libre de acido

es mas reactivo que la base conjugada,

n.d. = no determinado
valores de diferentes autores

Tabla 3. Reaccion del MDA con substancias que
particularmente con nucledfilos. producen pigmentos.
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El MDA actua como nucledfilo o como electréfilo y forma aductos pigmentados
multiméricos con absorvancia en la regién UV. Al calentar el MDA a un pH bajo,
participa en reacciones de adicion y cicloadicion con nucledfilos como el TBA,
produciendo productos pigmentados de condensacion (Tabla 3). La reaccion MDA-TBA
produce un pigmento rojo con una absorcién molar de 5 a 10 veces mayor que el MDA.

El MDA es un isoprostano derivado de la

peroxidacién de los lipidos, cuyo producto final

es un aldehido. El MDA se forma cuando los | cidos grasos polinsaturados LH |
[

Radical lipidico L* |

acidos grasos polinsaturados (LH) o lipidos |

(como los de la membrana celular), al ser [
| Radical peroxilo LOO® |

afectados por las ERO sobre los radicales I

| Dienos conjugados. Hidroperéxidos |

lipidicos (L") se transforman por efecto de la

v \
oxidacion a radicales peroxilo (LOO"), formando Radical perosilo LOO' Radica
. . . .. . A \ 4 LO"

dienos conjugados hidroperédxidos (Figura 6). El Isoprostanos Productos finales

de peroxidacion *
MDA tiene una vida media muy corta, pues v v Dienos

conjugados
. ;o . . Aldehid Al

reacciona rapidamente con grupos amino libres [ s | | Meaos |
procedentes de los fosfolipidos, aminoacidos y | Malondialdehido | | Etano | | Pentano |
proteinas presentes en el suero (Estepa y cols., 4-hidroxinonenal

2001), También con fuentes no lipidicas como
los carbohidratos y las glicoproteinas, Fig. 6. Mecanismo de formacion del MDA

pirimidinas, hemoglobina y bilirrubina.

La habilidad del MDA de alterar o unirse a una amplia variedad de
macromoléculas podria contribuir a su toxicidad y a sus propiedades
mutagénicas/carcinogénicas podrian formar aductos los acidos nucleicos (Basu y cols.,
1988).
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5. EL ERITROCITO

Debido a que los eritrocitos son células que presentan acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) en su membrana plasmatica, por su funcion de transportar
oxigeno y a su elevada concentracion de hierro (Fe) y hemoglobina, son muy sensibles
al estrés oxidativo por lo que pueden sufrir lipoperoxidacion y degradaciéon de
proteinas. Estos procesos pueden llevar a un gran numero de cambios, lo que tiende a
provocar un descenso de la fluidez de la membrana, alteraciones reologicos y
polimerizacién de proteinas (carbonilacion) y del citoesqueleto. Considerando que este
trabajo de investigacién esta enfocado a la accion de los metabolitos antioxidante de
los extractos de tejocote (Crataegus mexicana) sobre el eritrocito, es importante
conocer los aspectos morfologicos y fisiologicos de ésta célula, y entender su
metabolismo, ya que este puede ser alterado por el estrés oxidativo en la capacidad de
los mecanismos antioxidantes del mismo y de los metabolitos antioxidantes presentes

en el tejocote.

5.i. Embriologia del Eritrocito

En 1817, Francois Magendie realizé las primeras descripciones morfoldgicas
del eritrocito. Hoppe-Seyler (1865), descubrié la capacidad de la hemoglobina (Hb) de
trasportar oxigeno. Son células que embriolégicamente provienen del mesodermo, y
forman parte del tejido conectivo laxo especializado. Se forman por eritropoyésis en
diferentes 6rganos hematopoyéticos, principalmente en el higado y baso, y en la

médula ésea durante toda la vida; su vida media es de 100 a 120 dias 6 4 meses.

Se requieren varias substancias para el correcto desarrollo de los eritrocitos,
como aminoacidos, hierro, cobre, vitamina B2 (riboflavina, B12 (cianocobalamina),
piridoxina y acido félico. Ademas de la hormona eritropoyetina (EPO) que se produce
en los riflones (Geneser, 2001; Mckenzie, 2000). Los eritrocitos son la forma terminal y
madura de los eritroblastos (Figura 7). El ciclo de vida de los eritrocitos puede ser

dividido en tres fases:
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1. La primera es la eritropoyesis, que consiste en la

produccion de los eritrocitos en los organos

hematopoyéticos, mismos que maduran durante 5

a 7 dias a partir de los proeritroblastos
policromatofilicos, los cuales se trasforman en
eritroblastos ortocromaticos y maduran finalmente a
eritrocitos. Esta fase es considerada como una
apoptaosis parcial.

2. La segunda fase es la salida de los reticulocitos de
los érganos hematopoyéticos al torrente sanguineo
que terminan de madurar en un dia para
convertirse eritrocitos maduros, con una vida media
de 100 a 120 dias.

3. La tercera fase es la destruccidén de los eritrocitos
(hemocaterésis o eriptosis) que han envejecido en

el sistema reticulo endotelial.

La eritropoyetina es la hormona que induce la
eritropoyesis y regula la cantidad y vida de los
eritrocitos en la sangre. Su liberacion es por la
presion parcial de Oz en la sangre, la disminucién de
Oz2, incrementan la concentracion de eritropoyetina. La
eritropoyetina también es capaz de detener la
apoptosis del eritroblasto, modulando la proteina
antiapoptotica Bcel-X., disminuyendo la actividad de las
caspasas involucradas en la desaparicion de los
organelos y nucleo durante la formacion del eritrocito,
junto con la participacion de enzimas hidroliticas del
ADN (ADNsas Il), que permiten la maduracion y la
pérdida del nucleo del eritroblasto por un proceso

denominado remocion heterofagica (Figura 8).
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5.ii. Fisiologia y Morfologia del
Eritrocito

Su forma es la de un disco biconcavo de un
diametro de 7-8 um y un grosor maximo de 2 um. La
forma del eritrocito es influida por fuerzas osméticas
(Figura 9). Su principal funcion es el trasporte de

oxigeno y de dioxido de carbono en la sangre. En

Fig. 9. Forma y tamafio de eritrocitos
humanos (8 um)

sangre circulan aproximadamente 5 millones de
células rojas por milimetro cubico (mm3) (5
millones/1ulL) siendo mayor la cantidad en hombres

que en mujeres (Geneser, 2001; Mckenzie, 2000).

Su citoesqueleto esta constituido por proteinas fibrosas y globulares, lo que le
confiere caracteristicas bioldgicas relacionadas a su estructura-funcidn como su
capacidad de deformacién, flexibilidad, durabilidad, todo ello les permite circular por los
capilares sanguineos, deformandose por fuerzas fisicas y volviendo a su forma original
discoide. Alteraciones en las proteinas de membrana estan asociadas a muchos
padecimientos como la esferocitosis hereditaria, la eliptocitosis hereditaria, la
estomatocitosis hereditaria y la hemoglobinuria paroxistica nocturna.

Los indices de células rojas son utilizados para detectar anormalidades en el
tamano, forma y color del eritrocito, ya que existen muchas enfermedades que afectan
los eritrocitos (Tabla 4) (Mackenzie, 2000).

5.iii. Composicion molecular de la membrana del eritrocito

Existen mas de 50 proteinas de membrana en el eritrocito. Veinticinco
presentan los antigenos de los grupos sanguineos A, B, y Rh, mantienen la forma de la
célula, el transporte de iones y moléculas, adhesion e interacciéon con otras células,
actuan como receptores mensajeros y otras funciones. El tipo sanguineo depende de
las variaciones de las glucoproteinas en la membrana del eritrocito. Las proteinas de la

membrana del eritrocito se organizan de acuerdo a sus funciones (Tabla 5).
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Tabla 4. Denominacion de la morfologia del eritrocito por cambios patolégicos en diferentes enfermedades y condiciones patoldgicas.

Término Morfologia Enfermedades o situaciones clinicas en donde estan alterados.
utilizado
Normocito Normal en tamafio y forma Sujeto sano

Normocrémico

Normal en color y contenido de
Hb

Anemia normocitica normocrémica (enfermedades inflamatorias,
LES, artritis, sarcoidiosis, enfermedades pulmonares, TBC,
pielonefritis, hepatopatia alcohdlica).

Anisocitosis Variacion en el tamafio Transfusion incompatible.

Poiquilocitosis Variacion en la forma Todas

Hemolisis Ruptura de los eritrocitos Anemia hemolitica.

Anisocromia Diferentes colores Inicio de tratamiento en la anemia carencial, enfermos con
anemia hipocroma que son trasfundidos.

Hipocrémico Color pélida, falta de Hb Falta de oxigenacion, anemia ferropénica, anemia normocitica

normocrémica, anemia hemolitica, anemia aplasica, anemia
mieloptisica, anemias enddcrinas y nefrégenas, anemias de
enfermedades crénicas (infecciosas, neoplasicas y enfermedades
sistémicas), anemia megaloblastica,

Hipercréomico

Color mas oscuro que el normal

Exceso de hierro, esferocitosis hereditaria.

Microcito Tamafo menor al normal Anemia microcitica hipocrémica, talasemia, anemia
siderocréstica, anemia ferropénica.
Macrocito Tamano mayor al normal Alcohdlismo, hepatopatia alcohdlica, anemia megaloblastica.
Equinocito, Célula fresa; célula crenada Sujetos alcohdlicos, uremia, deficiencia de K, y hepatopatias
estereocitos o neonatales.
astrocitos
(erizo)
Acantocito Célula en espina, espuela Colesterol  alto, abetalipoproteinemia, cirrosis  hepatica, W |
(espina) mielofibrosis, por altas dosis de heparina, . ]
Estomatocitos Boca, taza, casquete de hongo Alcoholismo y hepatopatias alcoholicas.
(boca)
Granulos Condensacion de hemoglobina en | Enfermedades congénitas y por medicamentos.
basofilicos varios puntos
Cuerpos de
Heinz

Esquistocitos

Fragmentada

Anemia microangiopatica, hemolisis por valvulas cardiacas,
quemaduras graves.

La mayor parte del citoesqueleto esta
formada por la proteina espectrina (Figura 10).
La espectrina forma un reticulado filamentoso
fijado en parte a una proteina transmembrana
del plasmalema

proteina de banda 3 (por su

(membrana plasmatica), la

movilidad
Fig. 10. Dibujo esquematico de la molécula de

electroforética de la membrana del eritrocito). Espectrina (red), anclada a Ankirina (elipses).
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Tabla 5. Estructura funcién de las proteinas de membrana del eritrocito.

Tipo de proteina

Proteina

Funcion

De trasporte

Banda 3 (90-100 KDa)

Proteina de intercambio aniénico. Trasporte de aniones, componente
estructural, 25% de la superficie de la mmbrana, un millon de copias por célula,
Define al grupo sanguineo Diego.

Acuaporina 1

Proteina integral transmembrana. Trasporte de agua, define al
sanguineo Colton.

grupo

Glut1

Trasporte de glucosa y acido L-dehidroascérbico.

Proteina antigenica Kidd

Trasporte de urea.

RhAG

Trasporte de gas como dioxido de carbono, define al grupo Rh y se asocia al
fenotipo del grupo inusual Rh-nulo.

Na+/K+ - ATPasa

Regulador energético y de la concentracion de cationes intracelulares

Ca2+ - ATPasa

Regulador energético y de la concentracion de cationes intracelulares

Na+ K+ 2Cl Cotrasportador
Na+ - Cl- Cotrasportador
K-CI Cotrasportador
Canal Gardos Transporte de Ca®' y K*
ICAM-4 Interactua con las integrinas
Adhesion celular BCAM Glucoproteina que define al grupo sanguineo Lutheran, también conocido

como Lu o proteina de unién a laminina

Funcion
estructural

Establecen uniones con las proteinas esqueletales, regulan la cohesion del
citoesqueleto y la bicapa lipidica, mantienenla superficie celular evitando el
colapso (vesiculacion o bebbling).

Ankirina (215 KDa)

Complejo proteico macromolecular que une el citoesqueleto con la capa
bilipidica por interaccién de dominios citoplasmaticos con Ankirina. Se une a la
proteina transmembranal Banda 3. Tiene un acido graso de anclaje llamado
palmitato lo que estabiliza su unién a la membrana celular.

Banda 3 (90-100 KDa)

Une varias enzimas glucoliticas, trasportador presuntivo de CO, y anhidrasa
carbonica hacia el complejo macromolecular “metabolon” que regula el
metabolismo de la membrana celular, y trasporte de gases y iones

RhAG

También funciona como trasportador, se asocia al fenotipo del grupo inusual
Rh-nulo.

Proteina 4.1R (78KDa)

Complejo proteico macromolecular que interactua con proteinas 4.1R. Expresa
debilmente al antigeno Gerbich. Une a la espectrina con la glucoporina C.

Banda 4.2 Palladin | Estabiliza la union entre ankirina y el intercambio aniénico

(72KDa)

Glucoporina C 'y D | Glucoproteina que define al grupo sanguineo Gerbich

(25KDa)

XK Define al grupo sanguineo Kell y al fenotipo inusual McLeod (carece del
antigeno Kx y reduce la expresion del antigeno Kell).

RhD/RhCE Define al grupo Rh y se asocia al fenotipo del grupo inusual Rh-nulo.

Proteina Duffy

Se asocia a la limpieza de quimioguinas

Aducin (100-105 KDa)

Interactua con la banda 3

Banda 4.9 Dematin

Interactua con el trasportador de glucosa Glut1, se une con Actin

(48 KDa)

Alfa-Espectrina Polipéptido fibrilar, forman una hélice alfa-beta con un tetramero en su porcién
(260 KDa) terminal que se unen a otras proteinas como la ankirina y a la misma
BetaEspectrina espectrina.

(225 KDa)

Actina (43KDa)
Actina (27 KDa)
Tropomiosina (29 KDa)

Se une a espectrina y Aducina

Tropomodulin

Se une a Actin

Estas se unen a la anquirina y a la glucoferina por intermedio de otra proteina

de anclaje denominada proteina de banda 4,1 y de una pequefna porcién de filamento

de actina (Figura 11). El citoesqueleto le da soporte a la membrana celular (Luna y Hitt,

1991). Una forma de regular la funcion de las proteinas es por la adicion de uno o mas

grupos fosfato a una proteina por enzimas llamadas fosfoproteinas fosfatasas. Esta

adicion es por medio de fosforilacion, y su remocion es por medio de desfosforilacion.
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La fosforilacion de las proteinas mayores como la ankirina y las proteinas de las
bandas 4.1 y 4.9, debilitan la rigidez del citoesqueleto reduciendo la afinidad de unidn
de estos componentes, sin embargo este control esta aun bajo investigacion,
incluyendo los proceso que se lleva a cabo por el estrés oxidante y la accion de EROs

en estas proteinas.

approximate
molecular
weight

a spectrin
240,000 —EEN—"
220,000 — .- B spectrin
210,000 ankyin

100,000 -: band 3
30,000 — glycophorin

82,000 —W————— band 4.1

43,000 —MEEE—— actin Flg 1. DIbUJO
esquematico de la
composicién molecular
del citoesqueleto 'y
plasmalema de un
eritrocito, asi como sus
componentes en un gel
de electroforésis.

(B)

Aunque la mayor parte de los acidos grasos se encuentran unidos a proteinas,
existe una pequefia proporcidn que esta libre en la célula. Estos acidos grasos libres
(AGL) pueden interaccionar con la membrana celular, alterando el potencial de
membrana y con ello produciendo una translocacién de protones por un mecanismo
conocido como flip-flop, que es un efecto desacoplante que ocurre por el acarreo
inespecifico de protones del espacio intermebranal interno y externo. En este proceso
el trasporte activo que llevan a cabo los aminofosfolipidos de la membrana de afuera
hacia dentro (flip) es mayor que de adentro hacia fuera (flop) por un fenbmeno de
traslocacion de la monocapa lipidica, lo que daria origen a una asimetria, fendmeno
gue se presenta en la sangre almacenada.

La funcién del citoesqueleto es fundamental, si las proteinas y lipoproteinas de
la bicapa de la membrana pierden su organizacion, el eritrocito se vera alterado en

todos sus procesos hemostaticos y tiempo de vida (Kuypers y cols., 1996).
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La membrana del eritrocito es un
complejo proteinico bifosfolipido (anfipatico)
compuesto por 52% de proteina, 40% de lipidos
y 8% de carbohidratos (Figura 11, Tabla 6). La
estructura quimica y su composicion controlan
las funciones de transporte, flexibilidad vy
propiedades antigénicas de la membrana.
Cualquier defecto en la estructura o alteracion
en la composicion quimica de la membrana
pueden producir alteraciones en alguna o todas
las funciones y producir la muerte prematura del
eritrocito (Mckenzie, 2000). El colesterol no
esterificado influye en el area de la superficie de
la célula y es responsable de la permeabilidad
pasiva de cationes. Las elevaciones en el
colesterol plasmatico, conlleva a la acumulacién
de colesterol en su membrana; los eritrocitos
saturados de colesterol se observan como
células en forma de tiro al blanco y espiculadas,
y presentan aumento de la microviscosidad y

grado de organizaciéon de la membrana.

Tabla 6. Composicion quimica de
celular del eritrocito (% de peso seco).

la membrana

Lipidos
. Colesterol no esterificado  12%
. Fosfolipidos 20-25%
Cefalina
Lecitina
Esfingomielina 6% 30a
Fosfatildilserina 5% 40%
Fosfatidilcolina 7%
Ac. Fosfatidico <1%
Fosfatidiletanolamina 5%
. Otros Lisolecitina 3%
. Glucolipidos
Flucoesfingolipidos
Cerebrosidos <1%
Gangliésidos
. Proteinas
Glucidos 7%
. Proteinas integrales
Glucoforinas A, B, C
Banda 3
. Proteinas periféricas 52%
Espectrina
Actina
Anquirina (banda 2.1)
Banda 4.2
Banda 4.1
Aducina
Banda 4.9 (dematina)
tropomiosina
lil. Carbohidratos 8%

Las moléculas de los fosfolipidos estan dispuestas con sus cargas polares

dirigidas hacia adentro y hacia fuera de la célula, y sus extremos hidrofébicos, dirigidos

hacia el interior de la doble capa. La movilidad de los fosfolipidos dentro de la

membrana, contribuyen a la fluidez de la misma. Los lipidos relacionados con las

proteinas integrales de la membrana se adhieren por ligaduras iénicas y de hidrogeno,

y parecen difundir como una sola unidad. Las enzimas relacionadas con los lipidos,

requieren de su presencia para alcanzar una actividad enzimatica completa.

La membrana celular tambien presenta distintos receptores transmembranales

para un sinumero de subtancias y antigenos de superficie (Gunalan y cols., 2011). El
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eritrocito presenta un potencial zeta normal de -15.7 milivolts (mV), el cual esta dado
por los residuos de acido sialico expuestos de su membrana, si se elimina el acido

sialico el potencial es de -6.06 mV.

a. Metabolismo del eritrocito

El metabolismo de los eritrocitos es limitado, debido a la ausencia del nucleo,
mitocondrias y otros organelos subcelulares. Debido a que la unién, trasporte,
liberacion de oxigeno y bioxido de carbono es un proceso pasivo que no requiere
energia, existe una variedad de procesos metabdlicos dependientes de energia que
son esenciales para la viabilidad del eritrocito. Las vias metabdlicas mas importantes
para el eritrocito maduro requieren de glucosa como sustrato, desdoblandose a lactato
(Tabla 7). De esta manera estas vias metabdlicas contribuyen a mantener el K
intracelular alto, el Na intracelular bajo, y el Ca** intracelular muy bajo (bomba de
cationes), mantienen a la Hb en forma reducida, mantiene elevados los valores de
Glutatiéon (GDH) reducido, y ayuda a mantener la integridad y deformabilidad de la

membrana.

Tabla 7. Vias metabdlicas en el eritrocito.

a. Via Embden-Meyerhof Proporciona ATP para la regulacion de la concentracion intracelular de cationes
(Na, K, Ca, Mg) a través de bombas de cationes.
b. Ciclo de la hexosa-monofosfato Proporciona NADPH vy glutatién para reducir oxidantes celulares
c. Ciclo de Rapoport-Luebering Forma 2,3-BPG el cual facilita la liberacién de oxigeno a los tejidos
d. Via de la metahemoglobina Protege a la hemoglobina de la oxidacién via NADH y metahemoglobina
reductasa reductasa

5.iv. Hemocaterésis 6 Eriptosis, la apoptosis del eritrocito

La apoptosis o muerte celular programada fue descrita en 1972 por Kerr y
Searle, utilizando un concepto griego de Apo (arno) = desde, y Ptosis (ntocic) = caida o
prolapso de un 6rgano o parte de él. Se refiere un programa suicida intrinseco de las
células, en el que la célula muere de forma fisiolégica normal y ordenada sin producir
dafio en la organizacion de los tejidos a que pertenece, sin causar una reaccion
inmunolégica o inflamatoria que afecte a las células vecinas y con ello mantener la
integridad del tejido. La apotosis se caracteriza por la reduccion del tamafio de la célula
por condensacion del contenido celular y colapso del citoesqueleto, la ruptura de las

membranas nucleares, el ADN se fragmenta, la membrana cambia y se forman cuerpos
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apoptéticos (pequefas vesiculas de membrana) que pueden ser reconocidos por
células vecinas o macréfagos para ser fagocitados.

Hipocrates en el siglo V a.C. ya mencionaba el concepto de la destruccion
fisiolégica de células y tejidos. Posteriormente Virchow en 1858 describié 2 tipos de
muerte celular, la necrobiosis (muerte espontanea por partes y natural, actualmente se
le llama apoptosis) y la necrosis (muerte violenta causando ruptura del eritrocito). La
apotosis es un fendmeno fundamental en el desarrollo embrionario, en la metamorfosis,
en la atrofia tisular y regresion tumoral. Las células que mueren por este mecanismo
son las células sin funcion, células formadas en exceso, células defectuosas, células
con defectos deletéreos y las células que han completado su ciclo de vida.

La eriptosis es un tipo de apoptosis que sucede en el eritrocito empleada
fisioldgicamente por el organismo para destruir eritrocitos envejecidos, sin dafo
necrotico (hemolitico). La eriptosis comparte mecanismos propios de las etapas finales
de la apoptosis, incluyendo la actividad de proteasas, la externalizacion de
fosfatidilserina y la formacion de microvesiculas apoptéticas. La eriptosis es importante
para evitar la hemdlisis, asi como las respuestas inflamatorias e inmunoldgicas en la
destruccion de los eritrocitos. Se puede considerar que la eriptosis es solamente el final
de una apoptdsis, que inicié cuando maduraba a eritrocito (Quintanar y Calderén, 2006)
(Tabla 8). En fase adulta, el eritrocito carece de nucleo, mitocondrias, reticulo
endoplasmico y de otros organelos esenciales, por lo que son incapaces de sintetizar

nuevos componentes de membrana, lo que reduce su tiempo de vida.

Tabla 8. Diferencias celulares entre apoptosis y eriptosis en el eritrocito, el eritroblasto
y células somaticas.

Cambios observados Célula Somatica | Eritroblasto | Eritrocito
(Apoptosis) (Apoptosis) | (Eriptosis)

Lisis nuclear X X

Lisis mitocondrial X X

Fragmentacion de ADN X X

Translocacion de citocromo C X X

Despolarizacién mitocondrial X X

Despolarizacién nuclear X X

Activacion de caspasas X

Cambios en la membrana
Contraccion celular

Perdida de K intracelular
Activacion de canales de Ca
Activacion de escramblasas*
Contraccion celular

Activacion de esfingomielinasa
Externalizacion de
fosfatidilserina

Vesiculas apoptdticas X

* enzimas traslocadoras de fosfolipidos

XXX XXX X[X XX
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Debido a esto, la energia necesaria que requiere el eritrocito se produce por
glucdlisis (Geneser, 2001; Mckenzie, 2000). Conforme envejece, su membrana
plasmatica cambia y es susceptible a ser fagocitado por los macrofagos en los 6rganos
hematopoyéticos. Por tanto, los mecanismos de defensa y dafno celular del eritrocito
bajo diferentes condiciones metabdlicas son importantes desde el momento que se

forma hasta su muerte, ya sea por hemdlisis o por eriptosis.

5.v. Mecanismos moleculares involucrados en la eriptosis

Los principales mecanismos moleculares involucrados en el inicio de la eriptosis
son la disminucion de la carga energética de la célula (relacion ATP/ADP, AMP) y la
disminucién del poder reductor del eritrocito a través de la relacion NADP/NADPH y de
la glutation reducido/oxidasa, asi como por el estrés osmético. Como se mencionara
posteriormente, estos mecanismos pueden ser provocados por el envejecimiento,
estrés metabdlico, dafio toxico e infecciones entre otros (Quintanar y Calderén, 2006).
Se debe considerar que el estrés metabdlico (presente en varias enfermedades y
alteraciones del metabolismo organico) puede inducir eriptosis por estrés energético,
oxidativo y osmotico, en la que el dafio celular es por la formacidén de radicales libres.
En el caso del estrés energético la reduccion de ATP afecta la ATPasa de calcio,

reduciendo su actividad y con ello la salida de calcio y su incremento intracelular.

En el estrés oxidativo, la reduccion de glutation reducido (GSH) incrementa la
permeabilidad a calcio a través del canal de cationes, permitiendo una mayor entrada
de calcio y causando un desequilibrio osmotico en el eritrocito. Por su parte el estrés
osmatico activa a la fosfolipasa Az, que libera acido araquinédico de la fosfofatidilcolina,
dicho acido es convertido por la enzima ciclooxigenasa (COX) a prostaglandina E:2
(PGE2), la cual estimula el canal catidnico del que depende la entrada de calcio.
Adicionalmente el estrés puede activar a la ciclooxigenasa. El incremento de calcio
intracelular activa el canal Garddés (canal de potasio dependiente del calcio), que
provoca la salida de potasio, induciendo la salida de agua y de cloro, causando la

contraccion del eritrocito. El incremento de Ca intracelular, la disminucién de K y la
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contraccion celular, activan a una escramblasa de fosfatidilserina, que provoca la

esternalizacion de la fosfatidilserina, o bien a través de la ceramida (Figura 13).

Ca* ESTRES ENERGETICO
ESTRE % ATP Ca**
STRES OXIDATIVO v ,a
> .
Ny 7
Ve /'
GSl‘f/‘
7 e
/s P e e Contraccion
a P P e celular
PGE; A Ca% " Gardés

v T~ ke
\ T~ Escramblasa

Vox _Ui-Calpaina
\ T~
Citosgqueleto Esternalizacion de

AA
FC Ceramida FC

SM
:> PLA, \LFC ] Iﬁ'@gomielinasa

ESTRES OSMOTICO | ™~ L, PAF

Acetil transferasa

Fig. 13. Mecanismos moleculares de la eriptosis. Fosfolipasa A2, (PLA2), &cido araquinddico (AA), fosfatidilcolina (FC),
lisofosfatidilcolina (LFC), factor de activacién plaquetario (PAF), esfingomielina (SM), glutation reducido (GSH).

Otra enzima involucrada en la eriptosis es la pu-calpaina, una proteasa de
cisteina, la cual es activada por el calcio intracelular libre, la cual degrada proteinas del
citoesqueleto, entre ellas la espectrina y la fodrina desestabilizando a las membranas e
induciendo la formacion de microvesiculas (blebbling), caracteristicas de la apoptdsis y
de la eriptosis, y causando modificaciones en la forma del eritrocito y por consiguiente
cambios patolégicos (Casciola-Rosen y cols., 1996; Zakai y cols., 1977; Spangler,
2011).

Estos cambios permiten mayor permeabilidad de la membrana, primariamente
por la pérdida del K* acompafnado de la salida osmaética de agua intracelular y por lo
tanto cambios en su organizacién y composicion, lo que favorece la deshidratacion en

el eritrocito, y por consecuencia alteraciones en su fenotipo en relacién a una mayor
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adhesion, tonicidad y volumen, como se ha observado en la anemia de células
falciformes o en enfermedades vaso-oclusivas. La adhesion de los eritrocitos tambien
se ve influenciada externamente por la proteina de matriz endotelial trombospondina-1
(TSP), ya que al disminuir la TSP y la osmolaridad citosolica se incrementa la adhesion
(Wandersee y cols., 2005).

5.vi. Mecanismos moleculares involucrados en la oxidacion de proteinas
por los radicales libres

Las proteinas, péptidos y aminoacidos también constituyen un blanco para las
ERO, su accion es menos dramatica que frente a los lipidos, debido al lento progreso
de las reacciones, como la oxidacion de residuos de los aminoacidos, el rompimiento
de los enlaces peptidicos y la agregaciéon entre proteinas (Cardenas, 2006). En 1998,
Kirchhoff indic6 que la presencia de cantidades significativas de aminoacidos
aromaticos o sulfurados en una proteina la hacen mas vulnerable a los radicales libres,
principalmente en los sitios ligados a metales de transicion. Se presenta por ataque
oxidativo directo sobre los residuos de aminoacidos (Lis, Arg, Pro, Tre) y reacciona con
un metal de transicion (Fe?* 6 Cu*?) reduce al H202 formando un intermediario reactivo
(-OH, radical ferril, etc.), los que posteriormente atacan a los aminoacidos adyacentes.

La modificacién del contenido intracelular y extracelular del ion Ca*? altera
significativamente la funcién celular. El incremento de estos iones estimula la activacién
de proteasas, que atacan el citoesqueleto, y de nucleasas que fragmentan el ADN. La
oxidacion genera la carbonilacién de las proteinas, formando aldehidos y cetonas, que
se detectan con anticuerpos o con el reactivo 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH).
Actualmente ésto se considera como una de las principales causas de alteracion
metabdlica. Los productos del dafo oxidativo de proteinas son la formacion de
perdxidos y carbonilos.

Los efectos de las ERO se pueden sumarizar como sigue (Chapple y
Matthews, 2007):

e Desdoblamiento o doblamiento de proteinas (reversible o irreversible)
e Reacciones de fragmentacién y polimerizacioén de las proteinas

e Degradacion de las proteasas en las proteinas modificadas
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e Formacion de radicales en las proteinas

e Formacion ERO en las uniones proteicas

e Formacion de productos finales estables

(carbonil:

aldehidos, por ejemplo de alanina a acetaldehido)

El contenido de carbonilos de las proteinas
puede ser usado como medida del daio producido en
las mismas por procesos de oxidacion. Hasta la fecha
se han desarrollado diversos procedimientos muy
sensibles para la deteccion y cuantificacion de grupos
carbonilos, siendo el mas utilizado el método en el que
se emplea el reactivo 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)
que se conjuga con los carbonilos dando lugar a un

compuesto que se mide espectrofotométricamente

oxo-acidos o

Tabla 9. Métodos para determinar el
estrés oxidativo o dafio en las proteinas

del eritrocito.

Marcadores Método
Compuestos
carbonilicos

Basados en la Grupos
oxidacion de sulfihidrilos
Proteinas Fragmentacion
de proteinas
Actividad de
enzimas
Grupos aminos
libres
Basados en la Bases
oxidacién de ADN modificados

(Mayor, 2010) (Tabla 9).

El dafo a las proteinas de membrana del eritrocito puede ser iniciado por

liberacion de electrones, reacciones dependientes de iones metalicos y autoxidacion de

lipidos y azucares. El dafio oxidativo a las proteinas puede causar la pérdida de la

actividad catalitica de enzimas, dafos en la integridad de proteinas estructurales o

interrumpir la regulacion de las vias metabdlicas (Dean y cols., 1997) (Tabla 10).

Tabla 10. Modificaciones oxidativas de la proteinas

Tipo Aminoacido involucrado Fuentes de oxidacion
Disulfidos, glutatiolacion Cis Todos, ONOO-
Sulféxido de metionina Met Todos, ONOO-
Carbonilos (aldehidos y cetonas) Todos (lis, Arg, Pro, Tre) Todos
Oxo-histidina His Rayos y, OCM, ozono, 'O»-
Ditirosina Tir Rayos y, OCM, ozono, 02
Clorotirosina Tir HOCI
Nitrotirosina Tir ONOO-
Modificaciones triptofanil Trp Rayos y
Derivados hidroxil Val, Leu, Tir, Trp Rayos y
Cloraminas y diamidacion Lis HOCI
Aductos de lipoperoxidacion (MDA, HNE y acroleina)  Lis, Cis, His Rayos y, OCM, ozono, 'O».
Aductos con aminoacidos oxidados Lis, Cis, His HOCI

Aductos por glicosilacién Lis
Entrecruzamientos, agregados y fragmentacion Varios
OCM = oxidacion catalizada por metales; Todos = rayos gamma, OCM, HOCI, ozono, 102

Glucosa
Todos
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Por otro lado, el MDA entrecruza proteinas como lo hacen las bases de Schiff
conjugadas. Las bases de Schiff son grupos funcionales de las proteinas con enlace

doble C-N y se forman de la glicacion de las fosfoproteinas.

5.vii. Porcentaje del volumen de CRS (Hematocrito o FVE)

La sangre total con un pH de 7.36 a 7.44 esta —
constituida por eritrocitos (células rojas), leucocitos __T;Z 7
(células blancas) y plaquetas (trombocitos), ‘ I i '
suspendidos en el plasma sanguineo. Los eritrocitos T N
de la sangre pueden ser separados por centrifugacion Ll _ ‘ ‘
(CRS) o sedimentacion, de los demas elementos de la \_/ N

sangre (Figura 14). La sangre es un fluido no . g L
Fig. 14. Separacién de eritrocitos y

newtoniano de perfil parabdlico y flujo pulsatil (ley de  células sanguinea para determinar el
o ) . . hematocrito.
Poiseuille y flujo laminar) que circula

unidireccionalmente en los espacios vasculares.

El adulto tiene alrededor de 4-5 litros de sangre (7% de peso corporal), a razén
de unos 65 a 71 mL de sangre por kg de peso corporal. El porcentaje del volumen de
CRS se conoce como Hematocrito, el volumen varia bajo diferentes condiciones,
siendo mayor en sangre venosa que la arterial. Antes de la introduccién de las
unidades Sl, a la fraccion de volumen de eritrocitos (FVE) se le denominaba
hematocrito, y se reportaba como porcentaje, actualmente se reporta como una
fraccion decimal, siendo el valor el mismo (OPS, 1983). La férmula para calcular el

hematocrito es:

CRS x 100 = % de hematocrito 6 fracciéon decimal
Volumen total de sangre

5.viii. Hemoglobina
El contenido principal del eritrocito es la hemoglobina (Hb), la cual representa
un tercio de la masa de la célula. Durante la eritropoyésis la produccion de

hemoglobina es del 65% y el 35% restante en etapa de reticulocito. La molécula de
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hemoglobina esta constituida por una molécula de globina y 4 grupos heme; cada
grupo heme contiene un atomo de hierro.

Cuando la molécula se satura de oxigeno se denomina oxihemoglobina, lo que
le da un color rojo brillante a los eritrocitos; cuando se disocian y se reducen las
moléculas de oxigeno en los tejidos periféricos y pasa reducida la hemoglobina a la
sangre venosa, se ven de un color rojo oscuro (Rhoades y Pflanzer, 1992).

La fraccion de volumen de eritrocitos (hematocrito), normalmente es mayor unas
0.003 veces que la concentracion de hemoglobina cuando esta se expresa en gramos
por litro. Si la concentracion de hemoglobina se expresa en milimol de hemoglobina
(Fe) por litro, la fraccion del volumen de eritrocitos serd mas o menos 0.005 veces

mayor que la cifra obtenida (OPS, 1983). Las férmulas para obtener estos valores son:

Cuando se expresa en gramos de Hb por litro:
VOLUMEN DE ERITROCITOS (mL) x 0.003 = Hb g/L

Cuando se expresa en milimoles (Fe) de Hb por litro:
VOLUMEN DE ERITROCITOS (mL) x 0.05 = Hb mmol/L

6. MECANISMOS OXIDANTES Y ANTIOXIDANTES DE LA SANGRE
Y EL ERITROCITO
El eritrocito es una célula con una alta especializacion bioquimica, como es el

trasporte de oxigeno a los tejidos. El eritrocito debe pasar por varias etapas durante la
eritropoyesis, por lo que presentan cambios en su desarrollo fisioldgico que pueden ser
afectados por diversos factores (Canas y cols., 1988), incluyendo su almacenamiento
en paquetes sanguineos (Baek y cols., 2012). La destruccion de los eritrocitos por
eriptosis dentro de los vasos sanguineos puede provocar alteraciones de las
condiciones fisiolégicas de la sangre, alteraciones en la coagulacién, dano a la
microcirculacion y dafios renales entre otros. La eriptosis también puede iniciarse por
infecciones, enfermedades metabdlicas, deficiencias de glucosa 6 fosfato
deshidrogenada, intoxicacion por metales, y el propio envejecimiento celular. El
envejecimiento del eritrocito se caracteriza por un incremento en las concentraciones
de calcio intracelular libre, debido a un incremento en las permeabilidades al calcio que

pueden iniciarse por choque osmotico, estrés mecanico, deplecion de energia o
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incremento de los procesos oxidativos que sobrepasen los sistemas de proteccion
antioxidante. Todos estos mecanismos en el proceso de eriptosis esta asociado a la
formacion de radicales libres de O2 y que a su vez forman ERO que dafan la
membrana del eritrocito y por lo tanto aceleran la muerte celular

Para protegerse contra el dafo producido por la presencia de radicales libres
de O2 que reaccionan con la hemoglobina o cualquier otra metalo-proteina, el eritrocito
presenta un activo sistema de defensa antioxidante. Ademas de las diversas moléculas
con capacidad antioxidante como son las vitaminas C y E, el acido urico, bilirrubina y
glutation reducido, entre otras diversas proteinas circulantes como son la albumina y
las enzimas antioxidantes, en la sangre se presenta un importante mecanismo
antioxidante alterno ejercido por eritrocitos y plaquetas, ya que por medio de sus
sistemas antioxidantes intracelulares, proporcionan un mecanismo adicional de defensa
(Quintanar y Calderén, 2006).

Se ha demostrado que los eritrocitos presentan un sistema antioxidante muy
eficiente constituido por altos niveles de las enzimas catalasa (CAT) (Canas y cols.,
1988; Aebi y cols., 1968) y relativamente menores niveles de superoxido dismutasa
(SOD) (Lynch y cols., 1976), y los componentes del ciclo del glutation (Van Asbeck y
cols, 1985). Adicionalmente, la membrana del eritrocito contiene un canal anidnico por
el que puede pasar el superoxido (O27); este radical en la membrana celular es poco
permeable, el anidén superdxido en el interior del eritrocito es transmutado por la SOD

intracelular para formar agua oxigenada (H202).

La capacidad del eritrocito para metabolizar ERO fue demostrada utilizando
H202, al ser metabolizado, inhibe la generacion del radical libre hidroxilo (HO®) y HOCI.
Los eritrocitos expuestos a oxidantes se adhieren preferentemente a las células
endoteliales, debido a posibles modificaciones en su membrana (Wali, 1987). La gran
adherencia de los eritrocitos a la superficie endotelial y su localizacion en el ambiente
oxidante podria significar que el eritrocito funciona como un filtro para el exceso de O2™"
y H202. En consecuencia previene la formaciéon de especies reactivas mas toxicas
como son el HO" y el HOCI (Winterbourn y Stern, 1987).
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Por otro lado existen una gran variedad de frutas capaces de inhibir el estrés
oxidativo y la formacion de radicales libres (Edwards y cols., 2012; Middleton y cols.,
2000), obtenidos de extractos etanolicos de plantas (Salawu y cols., 2011; Nugraheni y
cols., 2011), incluso el efecto inhibitorio de la hemolisis en los eritrocitos por extractos
de la planta de cocoa (Zhu y cols., 2002, Zhu y cols., 2005), de la cascara de la papa
(Singh y Rajini, 2008) y de aceite de semilla (Liu y cols., 2012). Esta proteccion ha sido
relacionada a la presencia de flavonoides (Lam y cols., 2007; Asgary y cols., 2005) que

protegen la membrana del eritrocito contra la deformacion.

7. METODOS PARA EVALUAR EL ESTRES OXIDATIVO

A pesar de que se han propuesto varios marcadores para evaluar el estrés
oxidativo, aun existe un amplio campo de investigacion para mejorar y evaluar
diferentes métodos. Actualmente existen diferentes técnicas para determinar estrés
oxidativo en células y tejidos. Una de las mas utilizadas es la técnica del acido
tiobarbiturico (Naito y cols., 2010) (Tabla 11).

Tabla 11. Técnicas utilizadas para determinar estrés oxidativo.

Técnica Elementos detectados Area de aplicacién
Resonancia por captacién de electrones (ESR) Superoxidos 0, Biofisica molecular
Resonancia de spin de electrones (EPR) Radicales hidroxilo HO’
Monoxido de Nitrégeno  NO°
Cromatografia de liquidos (HPLC) MDA Bioquimica
(ELISA) MDA Bioquimica
Espectroscopia de masa (MS) Superoxidos 0, Biofisica molecular
Radicales hidroxilo HO®
Mondxido de Nitrégeno  NO°
Reaccion del Acido Tiobarbitarico (TBARS) en Lipoperoxidacion (MDA) Bioquimica
fluidos y células
Inmunoquimica de fluidos y tejidos. 3-Nitrotirosina Inmunoquimica
Inmunohistoquimica de células y tejidos. 3-Nitrotirosina Inmunohistoquimica

7.i. Técnica de TBARS

La técnica de TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances) se utiliza para
determinar substancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), y monitorear la
peroxidacion lipidica, que representa los niveles de malondialdehido (MDA), que es un
producto final, de bajo peso molecular, de la lipoperoxidacion (Schuh, 1975), siendo el

mayor indicador de estrés oxidativo (Janero, 1998; Callaway, 1998).
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Debido a que hay otras fuentes de

malondialdehido, esta técnica no es completamente oty 3 g N:\fs
especifica para la peroxidacién de lipidos. Pero, es 0
MDA TBA
ampliamente utilizada para determinar y monitorear la £eo
actividad de substancias oxidantes y antioxidante en l eren

. . . R s N OH HO_ _N SH
drogas, productos alimenticios y tejidos biolégicos de T S - /\\IN( ¥ i
humanos y de animales (Janero, 1998; Callaway, I

OH OH
1998). Se basa en la reaccién del acido tiobarbiturico . 3y o

Fig. 15. Reaccion del Malondialdehido

(TBA) con el grupo aldehido del compuesto  conelécido tiobarbitdrico.
malondialdehido, formando TBA-MDA, que es un

cromoforo rojo-rosado (Figura 15).

Su aplicacién en biomedicina es ampliamente utilizado para monitorear a
diferentes enfermedades en suero, plasma y células sanguineas (Villa-Caballero, 2000)
y como auxiliar de diagnéstico clinico (Armstrong, 1994; Estepa y cols., 2001). Los
tejidos y muestras biolodgicas contienen productos libres derivados del estrés oxidativo,
como los hidroperéxidos lipidos y aldehidos (MDA), que reaccionan con el TBARS
formando aductos cromdégenos y fluorescentes de MDA-TBA muy estables y que se
pueden cuantificar por espectrofotometria de absorcion UV o por fluorometria. TBARS
regresa a sus niveles normales cuando se aplican antioxidantes (Kwon, 1964). La
técnica de TBARS es de eleccién para determinar y monitorear la peroxidacion lipidica,

siendo el mayor indicador de estrés oxidativo (Janero, 1998; Callaway, 1998).

8. ANTIOXIDANTES NATURALES
En la naturaleza, las plantas y animales que sirven de alimentos al ser humano
contienen altos niveles de antioxidantes. En afos recientes se ha dado mayor
importancia al consumo de frutas y vegetales por su contenido en antioxidantes (Willet,
1994; Torres-Oquendo y cols., 2011). En la Tabla 12 se resumen los principales tipos y

familias de antioxidantes en la naturaleza y que el ser humano consume.
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Tabla 12. Algunos tipos de antioxidantes en la naturaleza.

Actividad
antioxidante
de las
fracciones
polares y
no polares

ANTIOXIDANTES TIPO DE FUNCIONES ACTIVIDAD TIPOS ASOCIADOS A  SUBTIPO
NATURALES ESTRUCTURA BIOLOGICA Metabolito
secundario
FLAVONOIDES Fendlica Depuracion ~ de  Antibacterianos Flavonoles
(son  metabolitos o radicales libres Antitromboética Flavonas
de medio o bajo polifendlica Quelatacion  de  Vasodilatadora Isoflavonas Glucosidos de  Aglicones de
peso molecular) (estructura iones  metalicos  Antialérgica Flavanoles glucosa, antocianinas y
aromatica) (hierro y cobre) Antiestrogénica Chalconas galactosa y  Antocianidinas
Mas polar Inhibicién de  Antiinflamatoria monosacaridos
y solubles en  enzimas Anticarcinogénica  Antocianinas
metanol oxidantes (son cientos)
Antiperoxidacion
Fitoestrégenos Antiosteoporosis
Carotenoides Estructura o-caroteno
(cascara) lineal. No polar Provitaminicos B-caroteno
solubles en n- A-caroteno
hexano Carotenos Licopeno
No Fitoeno
provitaminicos Fitoflueno
Provitaminicos B-criptoxantina
. Luteina
Xantdfilas No Zeaxantina
provitaminicos Cantaxantina
Equinenona
Tocoferoles Estructura
lineal. No polar Vitamina E ¢
solubles en n- Alfa-tocoferol
hexano

Oligoelemento

8.1. Efectos de los antioxidantes en el organismo

Estudios epidemioldgicos demuestran que una dieta rica en frutas y verduras

genera menor riesgo de desarrollar cancer, enfermedades cardiovasculares y cronicas

como cataratas, asma y bronquitis. Esto es por la presencia de antioxidantes como las

vitaminas C y E, carotenoides, flavonoides, selenio, etc., que interfieren con el dafo

oxidativo al ADN, proteinas y lipidos.

El licopeno es un caroteno encontrado en el tomate que disminuye los niveles

de malondialdehido y por lo tanto la lipoperoxidacién (Valero y cols., 2011). Extractos

de manzana con alto contenido de polifenoles flavonoides, inhiben la lipoperoxidacién

en plasma humano (Lotito y Frei, 2004; Mangiapane, 1992). El té verde contiene alto

contenido de flavonoides (catequinas) y actua como antioxidante en la membrana del

eritrocito evitando la oxidacion de la Hb de la membrana plasmatica (Coimbra y cols,

2006).
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8.2. Flavonoides: Polifenoles

Los fenoles son un grupo de compuestos no esenciales en la dieta, pero su
bioactividad esta relacionada con su capacidad de quelar metales, inhibir la
lipoxigenasa y la de neutralizar los radicales libres. Los antioxidantes polifendlicos se
encuentran comunmente en vegetales, pero sus concentraciones son mas altas en las
frutas. Los Polifenoles pueden actuar como antioxidantes mediante la depuracién de
especies reactivas de oxigeno y nitrogeno y mediante la quelacion de iones metalicos
de transicion con actividad redox. También pueden tener un efecto antioxidante
indirecto por la inhibicion de enzimas pro-oxidantes e induccion de enzimas
antioxidantes. Las propiedades antioxidantes de los flavonoides pueden conferir

proteccion contra el dafio oxidativo a tejidos, células y constituyentes del plasma

(Coimbra y cols., 2006).

8.2.i Estructura molecular. Los
Flavonoides presentan complejas y variadas
estructuras fendlicas (Middleton y cols., 2000)
(Figura 16). Mas de 4000 estructuras se han
identificado en plantas (Harborne, 1988). Se
consumen regularmente un promedio de 23
mg/dia, siendo mas facilmente absorbidos por
el humano los flavonoides glicosilados que las
agliconas. (Elhabiri y cols., 1977). Los
flavonoides (flavus = amarillo) se encuentran en
las plantas y vegetales y son responsables del
color de frutos y hojas. Estas substancias de
bajo peso molecular son fenil-benzo-pironas
(fenilcromonas), con una variedad de
estructuras basadas en un nucleo comun de

tres anillos con varias substituciones.
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Fig. 16. La estructura bésica de los flavonoide esta dada
por su anillo fendl (a), y de acuerdo al nimero de anillos y
radicales OH se forman otro tipo de flavonoides
polifenolicos, (b) pirocatecol, (c) pirogalol, (d) resorcinol,
(e) floroglucinol, (f) hidroquinona, (g) &cido galico, (h)
flavona, (i) acido cinamico.
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Los flavonoides se subdividen de acuerdo a la presencia de un grupo oxi
(oxigeno) en la posicion 4, una doble unidn entre los atomos de carbono 2 y 3, o un
grupo hidroxilo en posicion 3 C del anillo (medio) (Figura 16, 17 y 18). Estas
caracteristicas parecen ser necesarias para su mejor actividad en diferentes sistemas

estudiados, especialmente antioxidante y antiproliferativa (Middleton y cols., 2000).

Flavonol R1 R2
~OH Isorarmnetin OMe H
4 Kaempferol H H
j‘ Miricetin OH OH
Quercetina OH H
SR

" Antocianidina R R:

’_J,\ Cianidina H OH
Delfinidina OH OH
Malvidina OMe OMe
Pelargonidina H H
Peonidina H OMe
Petunidina OH OMe

Fig. 18. Estructura quimica de antocianidinas (cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina, peonidina, petunidina.

Los flavonoides son tipicos compuestos fendlicos y por lo tanto actian como
potentes quelantes de metales y radicales libres, siendo potentes antioxidantes. De
igual manera se han utlizado para tratar el alcoholismo, enfermedades
cardiovasculares y muchas enfermedades crénico degenerativas, metabdlicas y sus
secuelas, asi como propiedades anti-edad (Middleton y cols., 2000). En el caso del
tejocote del género Crataeugus mexicana, no se conoce la composicion de los

polifenoles, ni se ha medido su capacidad antioxidante utilizando eritrocitos.
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Su absorcion en el organismo se debe a una ruptura de sus anillos por
efecto de los microorganismos intestinales, produciendo una demetilacién y
dehidroxilacion de los acidos fendlicos (derivados del acido cinamico y fenoles
simples), los microorganismos intestinales también poseen glicosidasas capaces
de romper los flavonoides glicosilados en azucares residuales. Los flavonoides
también participan en la reacciones de oxidacion y reduccion (Redox), como en la
metilacion, glucoronidacion y sulfonacion. Por lo anterior, su absorcion puede ser
limitada y su deteccion en plasma también, ya que pueden ser degradados a sus
subproductos. La aglicona diosmetina y quercetina pueden ser detectadas en
plasma, pero no en orina, por lo que estos metabolitos también sufren
degradacion en higado y posiblemente en otros érganos. De esta manera, es mas
conveniente suplementar una dieta con flavonoides glicosilados que con

agliconas.

Sin embargo, también se han observado reacciones adversas, las cuales
son muy raras. Salama y Mueller (1987), en un estudio con seis individuos que se
les administré catequina y sus metabolitos, éstos se unieron fuertemente a la
membrana del eritrocito, generando nuevos sitios antigénicos, con la consecuente
produccion de auto-anticuerpos y produccion de anemia hemolitica,

desapareciendo al suprimir la catequina y consumir otros metabolitos.

Los efectos de los flavonoides en el sistema enzimatico de las células
animales ha sido documentado por varios investigadores (Middleton y cols.,
2000). Dentro de estos efectos tenemos los siguientes:

a. Kinasa.- La proteina quinasa C (PKC) y la proteina tirosina quinasa (PTK) son
inhibidas in vivo por ciertos flavonoides como la quercetina.

b. Fosfolipasa A2.- Es inhibida por la quercetina, quercetagenina, caemferol y
escutellareina.

c. ATPasa.- La quercetina inhibe el transporte de Ca?* a través de la membrana
del eritrocito.

d. Lipo-oxigenasa y ciclo-oxigenasa. Algunas benzoquinonas y flavonoides como
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la baicaleina inhiben estos sistemas quelando la lipo-oxigenasa.

. Adenil ciclasa, transcriptasa, glutation S-transferasa, hialuronidasa, aldehido y
alcohol deshidrogenadas, amilasa, ADN y ARN polimerasa, citocromo P450,
son inhibidas por flavonoides de diferentes tipos.

. Linfocitos, células NK, macréfagos y monolitos, mastocitos y basdfilos,
neutrofilos, eosinodfilos y plaquetas, células endoteliales, células musculares y
cardiacas, células nerviosas.- Los flavonoides actuan como potentes
antioxidantes en estas células.

. Efectos enddcrinos y metabdlicos.- Los flavonoides actuan inhibiendo o
incrementando el efecto de las hormonas.

. Efectos antivirales.- Quercetina, morina, rutina, taxifolina, apigenina, catequina,

entre otros tienen efecto antiviral, incluyendo el VIH.

i. Efectos antitdxicos, hepatoprotectores y citoprotectores.- Silimarin protege

contra la peroxidacién lipidica y hemolisis en eritrocitos de rata, tambien

disminuye la actividad de la SOD en eritrocitos de pacientes alcoholicos.

j. Actividad antioxidante.- Las ERO pueden ser depuradas e inhibidas por la

vitamina A, E y B-caroteno que son excelentes antioxidantes, asi como un gran

numero de flavonoides.

8.2.ii. Estructura—funcion de los flavonoides. Debido a su composicion

molecular los flavonoides pueden funcionar como: 1) agente reductor y quelante de

metales, 2) inhibidor de las ERO, 3) como antioxidante rompiendo la cadena de

oxidacion, 4) evita la formacién del oxigeno singulete, y 5) protector del acido

ascorbico, que a su vez proteje a los flavonoides contra la degradacién oxidativa.

Es obvio que los flavonoides reaccionan con el OH, y rompen la cadena de

oxidacién, siendo muy importantes en la conservacion de los tocoferoles en las

membranas bioldgicas.

En todos estos casos la quercetina parece ser un eficiente inhibidor de

radicales libres, siendo la miricetina aun mas activa. El Kaemferol es muy buen

depurador, aun con un solo grupo hidroxilo. La catequina, es un inhibidor débil
(Alexandrakis y cols., 1999; Middleton y cols., 2000).
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8.2.iii. Inhibicion de la lipoperoxidacion por accion de los flavonoides.
Se ha reportado que la peroxidacion lipidica puede ser inhibida por los flavonoides,
actuando como un fuerte inhibidor del O2 (Baumann y cols., 1980) y atrapador de
'02 (Sorata y cols., 1984). Parece que O por si solo, no es capaz de iniciar la
lipoperoxidacion, siendo el HO (la forma protonada de O-) la que aparentemente
lo hace en los acidos grasos polinsaturados aislados. El papel del O2 parece ser
menor en la lipoperoxidacion. La iniciacion de la lipoperoxidacién parece ser
iniciada por el OH y radicales metalicos libres (como es el perferril y el ferril)
(Halliwell y Gutterigde, 1990) (Figura 3).

La peroxidacién lipidica podria ser detenida en su estado de iniciacion,
inhibiendo los radicales libres, mientras que la cadena de propagacién puede ser
interceptada por inhibidores de radicales peroxilo (PL) como son los antioxidante
fendlicos. La reaccion antioxidante que rompe la cadena de peroxidacion por

accién de los flavonoides (F), puede ser representada como sigue:

LOO'+FLOH -» LOOH +FL O’
Donde FL-OH es el flavonoide

La fase de terminacion del radical lipidico (L"), del radical lipoperdxido
(LOO"), y del radical alcoxil (LO") (formado por la reiniciacion de la peroxidacion
lipidica e inducida por iones metalicos), todos ellos por antioxidantes fendlicos, se

puede representar de la siguiente manera:

LOO' /L' /LO'+AOH - LOOH/LH/LOH + AO’
Donde A-OH es el flavonoide (fenol) y A "es el radical fenoxil

Tambien se ha propuesto que los flavonoides reaccionan con los radicales
lipoperoxidos (LOO") permitiendo terminar la reaccion en cadena de los radicales
libres. La oxidacion de quercetina y rutina por los radicales de peréxido de laurel,
es sugerente de dicho mecanismo de terminacién (Takahama, 1983). Como
cualquier molécula rica en electrones, los flavonoides pueden presentar
autoxidacioén. Tal es el caso de la quercetina y miricetina (qQue presentan catecol y
pirogalol en el anillo B respectivamente, en soluciones acuosas a un pH de 7.5. La
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autoxidacion genera la produccion de O2, H202, y OH. Dichos efectos proxidantes
son de interés en el contexto de su capacidad de citotoxicidad (Canada y cols.,
1990).

8.2.iv. Inhibicion de la lipoperoxidacién en la membrana del eritrocito
por accion de los flavonoides. Los flavonoides pueden inhibir al OH e impedir la
peroxidacion lipidica por fotohemdlisis, como es el caso de la quercetina y la rutina,
que se ha demostrado su potencial inhibitorio en diferentes modelos y sistemas
biolégicos como en los eritrocitos (Sorata y cols., 1984, 1988). De igual manera las
isoflavonas de la soya inhiben la LO y previenen la hemolisis peroxidativa en los
eritrocitos de rata, conejo y oveja (Naim y cols., 1976), y tambien en el ser humano
(Asgary y cols., 2005).

Singh y Rajini (2008) utilizaron el extracto de cascara de papa, rico en los
polifenoles acido galico, acido protocatecuico, acido clorogénico y acido caféico,
inhibiendo el efecto oxidativo del H202 y del FeSO4 en la membrana del eritrocito
visto con microscopio electrénico de barrido y disminuyd la lisis observada en geles
de electroforésis. Lam y cols. (2007) demostraron el efecto antioxidante y anti-
hemolitico del 6-gingerol, rapontin, aloe-emodin y barbaloin, inhibiendo de manera
sinérgica la lipoperoxidacion de la membrana de eritrocitos de rata. Liu y cols.
(2012) determinaron el efecto antioxidante de aceites de grano de girasol,
reduciendo el estres oxidativo y por consiguiente la deformacién y simetria de la
membrana del eritrocito con presencia de menor cantidad de acantositos, y la
inhibicién de burbujas o bebbling de la superficie externa de la membrana celular
expuestos a una alta concentracion de glucosa, posiblemente inhibiendo la
externalizacién de fosfatidilserina.

Los efectos de la cocoa para inhibir la formacion de radicales libres, por
medio de de flavonoles y oligomeros de procianidinas como la catequina y
epicatequina, ha sido demostrado por Zhu y cols. (2002, 2005). Estos flavonoles
inhibierén la hemdlisis inducida por AAPH en eritrocitos de rata, posiblemente por
la union de los flavonoides por fuerzas electrostaticas sobre los puentes de

hidrogeno, a la porcién polar de los fosfolipidos.

51



XV. ANTECEDENTES

1. EL TEJOCOTE (Crataegus mexicana) COMO ANTIOXIDANTE
En México, existe una extensa variedad de plantas, muchas de ellas con una

amplia diversidad genética, siendo utiles para la agricultura, la industria, la medicina y
con potencial alimenticio de diversa indole que no han sido correctamente exploradas
ni explotadas (Nieto, 2007; Nieto y Borys, 2008). Conocer las propiedades y contenido
nutrimental de las frutas, es uno de los primeros pasos para su uso en diversas
condiciones nutricionales. Dentro de esta gran diversidad de frutas se encuentra el

tejocote.

El nombre de tejocote deriva del Nahuatl “tet/ (piedra) — xdcotl (fruto)’, que
significa fruta dura y acida o agria (Cabrera, 1992); similar al nombre que le dieron al
manzano este mismo grupo étnico, llamandolo texococuahutl (Nieto y Borys, 1993). El
nombre cientifico de la variedad que nos interesa en este trabajo es Crataegus

mexicana (Nufiez-Colin y cols., 2011).

Se produce del arbol de tejocote que mide de
5 a 10 m, sus hojas son semiperennes, ovales o en
forma de diamantes, de 4 a 8 cm de largo y con
margenes serrado. Es un fruto pequefo, globoso y de
forma oblonga. Fruto comun de temporada, pero en

algunas regiones del pais se le encuentra todo el afio,

cuando madura sus tonalidades varian de un amarillo

Fig. 20. Frutos de tejocote.

anaranjado al amarillo rojizo, es aromatico y de buen

sabor (Figura 20).

Los espafioles al llegar al “nuevo continente” lo nombraron “manzanita” por la
semejanza de sus frutos a las manzanas, nombre que subsiste en Chiapas y Oaxaca a
la cual también se le denomina manzanilla y tejocote zimarron. En el estado de México
npeni en lengua otomi. En Michoacan como karhasi en lengua purépecha (Argueta y
Cano, 1994; Lépez-Santiago, 2008). En inglés se denomina Hawthorn o mexican wild

crabapples.
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II.1. Origen

El género Crataegus se origin6 en la Era Terciaria, y al parecer, se
desarrollaron dos lineas paralelas de evolucidén: una en Asia y la otra en el Norte de
América. Sin duda las especies de Crataegus en Europa son derivadas del centro y de
China. La especie de Crataegus que predomina en México es C. mexicana, y aunque
se tienen dudas del origen del tejocote, se cree que se originaron de C. scabrifolia que
tiene su habitat en el Este del Continente Asiatico; sin embargo, no se descarta a

México como posible centro de origen (Lopez-Santiago, 2008).

Es una fruta que se considera tipica de México desde épocas prehispanicas,
aunque se le encuentra en muchos paises del mundo, como Asia y China. En México
se han reportado 13 especies en el centro y norte y 2 mas en el sur (Phipps, 1997), de
las cuales 9 o 10 son endémicas, siendo las mas comunmente utilizadas para su
consumo e industrializacion Crataegus mexicana y Crataegus gracilior. Especies de
este género han sido reportadas en 20 de los 32 estados de la Republica Mexicana en
altitudes que van de los 400 hasta los 3,000 m. de altura, en climas humedos, semi-
secos y secos. Se distribuye principalmente en el Estado de México, Puebla, Tlaxcala,
Chiapas, Michoacan, Hidalgo y Morelos. En la parte norte del pais sobre todo Coahuila
y Nuevo Ledn, es también comestible el tejocote rojo (Crataegus greggiana). Esta
distribuido en la mayor parte de las zonas montafiosas de México, sobre todo en el gje
neovolcanico (desde el estado de Veracruz hasta el estado de Jalisco), la Sierra Madre
Oriental (entre los estados de Hidalgo, Tamaulipas, San Luis Potosi, Coahuila y Nuevo
Ledn), la Sierra Madre del Sur (Sierra de Oaxaca y Guerrero) y los altos de Chiapas
(Nieto y Borys, 2008) (Figura 21). El Estado de México y Tlaxcala son los principales
productores de Tejocote en México. De estos, se clasifican en tipos criollos y
cultivados, los primeros se localizan entre los 14 y 32° de latitud norte, y los cultivados
entre los 19 y 20° de latitud norte (Lépez-Santiago, 2008).
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~3 “ Fig. 21. Distribucion geografica en
A~ i México del tejocote.

I.2. Clasificacion Taxonémica

Del ano 372-287 a.de C., en Grecia, el fildsofo Theophrastus dio la primera
descripcion del género, dandole el nombre de Krataigos (fuerte, resistente). El género
Crataegus, esta constituido aproximadamente por 140 especies dispersas por todo el
mundo, de las cuales 95 de ellas se encuentran en el Continente Americano, dividido
en 40 series, de las cuales dos terceras partes se encuentran en Norteamérica y el

resto en Europa y Asia.

La taxonomia de este género se reporta como una de las mas complejas entre
las plantas superiores a nivel mundial (Phipps y cols., 2003), lo cual ha provocado
serios problemas de identificacién y homonimias (Nufiez-Colin y cols., 2011). En base a
los estudios de Eggleston (1909), Phipps y cols. (1990), Phipps (1997), McVaugh
(2000) y Phipps y cols. (2003), la taxonomia mas actual del género para ejemplares
mexicanos se describe en |la Tabla 13 y 14. En México, el nombre mas comun para el

género Crataegus es el “Tejocote”, en especial para Crataegus mexicana.
11.3. Etnobotanica. Usos y aplicaciones del tejocote en enfermedades.

Existen evidencias de que los frutos del Crataegus ya eran aprovechados y
consumidos por los humanos desde 7,000 afios a. de C. en Turquia y Siria. El fruto, la
raiz y las hojas del tejocote se emplean para aliviar diversas enfermedades en el ser

humano.
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Tabla 13. Clasificacion taxonémica del género Crataegus.

Serie

Subespecie

Sinonimia

Localizacion Geografica

1. Parvifoliae

2. Mexicanae

3. Crus-galli

4.Madrenses

5. Greggianae

6) Baroussanae

1. C. uniflora

2. C. mexicana

3. C. stipulosa

4. C. nelsoni

5. C. gracilior

6. C. rosei

7.C. tracyi

8. C. aurescens

9. C. greggiana

10. C. serratissima

11. C. sulfarea

12. C. grandifolia

13. C. baroussana

14. C. cuprina

15. C. johnstonii

parryana

rosei rosei

rosei mahindae
rosei amoena
tracyi

coahuilensis

madrensis

Greggiana

Pepo

grandifolia potosina

Baroussana
Jjamensis

C. mexicana

Tamaulipas

Estado de México, Hidalgo,
Puebla, Michoacan, Jalisco,
Guanajuato, Veracruz

Chiapas,
Oaxaca,

Guerrero,
Veracruz

Chiapas

Hidalgo, Puebla, Tamaulipas,
Estado de México, Veracruz,
San Luis Potosi, Oaxaca,
Michoacan

Tamaulipas, San Luis
Potosi, Nuevo Ledén, Hidalgo

Chihuahua, Coahuila, Nayarit,
Durango, Guanajuato, Leodn,
Hidalgo, Tamaulipas, Nuevo
Sinaloa, Queretaro, San Luis
Potosi

Tamaulipas, Nuevo Leén, San
Luis Potosi

Coahuila, Nuevo Ledén

Texas, EUA
Coahuila
Coahuila y Nuevo Leén

Coahuila y Nuevo Leén
Coahuila, Nuevo Ledn,
Tamaulipas y Texas, EUA

Coahuila y Nuevo Leédn

Hidalgo y probablemente
Querétaro, San Luis Potosi y
Nuevo Ledn

Coahuila y Nuevo Leén

Coahuila
Nuevo Ledn

Coahuila y Nuevo Leodn

Coahuila
Nuevo Ledn

Coahuila
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Tabla 14. Clasificacion Boténica del Tejocote Crataegus mexicana.

Superreino Eukaryota Orden Rosales
Reino Plantae Familia Rosaceae
Subreino Tracheobionta Subtribu Pirinea
Division Magnoliophyta Subfamilia Maloideae
Clase Magnoliopsida Género Crataegus
Subclase Rosidae Especie C. mexicana

El género Crataegus se ha descrito en farmacopeas muy antiguas, se utiliza
como una alternativa para el tratamiento de diversas condiciones cardiovasculares,
incluyendo angina, arritmias e hipertension arterial sistémica (HAS) (Rigelsky y Sweet,
2002). Lind mostré una disminucién en la presion diastdlica y sistdlica en pacientes con
hipertension arterial después de tres meses de tratamiento con extracto hidroalcoholico
de Crataegus curysipala (Asgary y cols., 2004). También se han encontrado fracciones
inhibitorias de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en el extracto de metanol

de frutos frescos de crataegus sp (Inokuchi y cols, 1984).

El fruto hervido es un remedio tradicional en México para prevenir
enfermedades del aparato respiratorio como la tos, bronquitis, pulmonia, resfrio,
congestion del pecho y dolor del pulmén. Las hojas y flores en infusion (té) se utilizan
en padecimientos de los rifiones, para adelgazar ya que es un excelente diurético y
limpia las vias urinarias, modera las contracciones en caso de taquicardia y es un
excelente antiespasmodico; la raiz y corteza se utilizan como excelentes
antiespasmaodicos (Argueta y Cano, 1994). Algunas especies de Crataegus en Europa
y China se utilizan como remedio para enfermedades cardiacas, sobre todo por su
efecto cardiotonico que sirve para estabilizar la presion arterial (Nieto y Borys, 2008;
Ozcan y cols., 2005) (Tabla 15). Frutos y flores del género Crataegus presentan
antioxidantes, entre ellos los acidos epicaténico y clorogénico (Ozcan y cols., 2005;
Peschel y cols., 2008).

1l.4. Composicion Fitoquimica

Existen pocos trabajos en lo referente a la composicion y contenido de
metabolitos secundarios antioxidantes de Crataegus mexicana, posiblemente por la

gran variedad de especies de tejocote en México (Tabla 16).
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Tabla 15.- Especies del género Crataegus que se emplean en el tratamiento de diferentes padecimientos.

ESPECIE PAIS DE USO PROPIEDADES Y USOS EXTRACTOS ESTUDIADOS
O UTILIZADOS
C. aronia Israel Enfermedades Extracto acuoso, hojas vy
. . cardiovasculares, cancer, frutos.

(Ljunbuncic y cols., 2005) diabetes, actividad

antioxidante
C. tanacetifolia Alemania Insuficiencia cardiaca, reduce Extracto acuoso, hojas.
(Celebi y cols, 2006) Turquia los niveles de colesterol
C. laevigata Alemania Insuficiencia cardiaca severa Extracto MeOH, hojas flores y
(Kirakosyan y cols., 2004) frutos.
C. pinnatifida (Min y cols., Corea, China, Japén Malestares gastricos, diarrea, Extracto MeOH, frutos
2004) reduccién de triglicéridos en  maduros.

la sangre
C. oxycantha (Miller, 1998; Alemania, Suiza, China Insuficiencia cardiaca, Extracto EtOH, hojas y frutos.
Long y cols, 2006) antioxidante, anti-inflamatorio,

digestivo, estimulante

cardiaco, agente hipotensivo,

arritmias, diurético,

antihipertension
C. monogyna (Urbonaviciute, Lituania Antioxidante, enfermedades Extracto EtOH, hojas, flores y
y cols., 2006) cardiacas, cardioténico, frutos.

vasodilatador, hipotensivo

Sin embargo, en las hojas, frutos, raices y cortezas de otras variedades
medicinales de Crataegus se han encontrado diversos metabolitos secundarios (Figura
22), tales como flavonoides (estructuras 1 a 4), procianidinas oligoméricas de
flavanoles, acidos fendlicos (estructura 5 y 6), acidos triterpénicos (estructuras 7 y 8),
acidos organicos y esteroles (estructura 9 y 10), epicatequina (estructura 11) y
catequina (estructura 12). También contienen una cantidad importante de pectinas,
resinas y taninos (Argueta y Cano, 1994; Ozcan y cols., 2005; Peschel y cols., 2008).
Recientemente, en estudios de la fruta del tejocote realizados en variedades genéticas
de Asia, Europa y Asia, se ha demostrado la presencia de terpenoides, polifenoles
(catequinas  —principalmente epicatequina-, proantocianidinas poliméricas vy
oligoméricas como la procianidina dimérica B2, cianidina-3-O-galactdsido, idaein y
acido clorogénico) y flavonoides (flavonol-O-glicosido como la quercetina-3-O-
galactosido  (hiperdsido), vitexina-2”-O-ramnosido,  acetilvitexin-2"-O-ramnosido,
flavona-C-glicosido, e hiperésido (Froehlichera y cols., 2009; Shao-Jiang y cols., 2011;
Caliskan y cols., 2012; Edwards y cols., 2012).
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Fig. 22.- Estructura quimica de algunos compuestos del género Crataegus.
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Los frutos del género Crataegus son muy apreciados por su contenido de

vitamina C, carotenos y sales minerales como el calcio, fésforo y hierro, ademas de que

presenta un alto contenido de pectina (Higareda y cols., 1995) y azucares (Franco—

Mora, 2010).

Tabla 16.- Composicién y contenido de metabolitos secundarios en el tejocote Crataegus mexicana.

Nieto,
2007

Ozcan,
2005

Higareda,
1995

Peschel,

2008

2009

Franco,

Luna,
2010

USDA,
2011

Méndez,
2013

Carotenoides

Polifenoles totales

Flavonoides
Flavones
Apigenin
Luteonin
Flavonoles
Kaempferol
Myricetin

Acido malico 0.99-2.85

Acido epicaténico

Acido clorogénico

Vitamina C X

. P, Ca, Fe
Sales minerales

Glucosa 10.5%

8.1-22.3

mg 4c. tanico

1-6%

64-120 mg

26.13-35.36
mg &c. galico

26.4+0.02 pglg

2.65+0.23 pglg
4c.gélico

0.40
0.0

0.0
2410

De Acuerdo a la Tabla 17 de valores nutritivos de los alimentos (Pérez y cols.,

2009) el contenido nutricio del tejocote aporta por cada 70 g lo siguiente:

Tabla 17. Valores nutricionales del tejocote.

PESO PESO | ENERGIA | ENERGIA | PROTEINA | LIPIDOS | HIDRATOS | FIBRA | VITAMINA | ACIDO HIERRO | AGUA
BRUTO | NETO | kcal KJ g g DE g A (ugRE) | ASCORBICO | NO (MI)
g g CARBONO mg HEM
g (mg)
70 60 52 216 0.5 0.4 13.1 1.6 251.1 27.4 1.0 44.4

1.4.i. Carotenoides

Existe la presencia de carotenoides en extractos de tejocote. Se han

identificado con las técnicas de IR, RMN, 'H, 3C y espectrometria de masas, la

presencia de B-caroteno (Méndez y cols., 2013).
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11.4.ii. Polifenoles

El contenido total de compuestos fendlicos en C. mexicana con actividad
antioxidante varia de acuerdo a diferentes autores (Franco—Mora, 2010; Luna, 2010;
Méndez y cols., 2013). La base de datos de la USDA (Estados Unidos de América),
sobre flavonoides en alimentos, reporta el contenido de metabolitos en las hojas de
tejocote y la raiz (no determina la familia), como los flavones, Apigenina (promedio
0.40) y Luteolina (promedio 0.0). La presencia de flavonoles, como Kaempferol
(promedio 0.0), Miricetina (promedio 0.0) y quercetina (promedio 24.10) (USDA

database for flavonoid content in selected aliments, 2011 (Skegret y cols., 2005).

11.4.iii. Datos del laboratorio de Nutricion de la UAT
En el laboratorio de quimica de la nutricion de la escuela de Nutricion de la
UAT, se ha evaluado la concentracién de carotenos y polifenoles (flavonoides) en los

extractos de tejocote (Crataegus mexicana) (Tabla 18).

Tabla 18. Presencia de Carotenos en frutos de la regién de Tlaxcala.

Fruto Antioxidante Contenido en epidermis Contenido en epidermis @
Tejocote (Crataegus m) | Carotenos 26.44 vglg | Polifenoles 2.37 mg
Durazno 15.41 ug/g 0.37 mg
Pera paraiso 6.23 ug/g 0.28 mg
Ciruela (Pronus d) 5.73 ug/g

Manzana doble rojo 2.84 ug/g 1.74 mg
Manzana California 2.04 ug/g

a = Contenido equivalente en mg de acido galico/g de peso

El tejocote fue el fruto con mayor contenido de carotenos y polifenoles totales.
De estos trabajos de investigacion, se demostré la accidn antioxidante del tejocote con

extractos de acetona y metanol de la cascara de tejote (Tabla 19).

Tabla 19. Determinacion de la Actividad Antioxidante del Tejocote (Crataegus mexicana) con DPPH y TBARS, asi
como su ICsp
Menor Polaridad | Extracto de: g obtenidos AO /oM Trolox | AO/DPPH 100ppm | ICso AO /TBARS 100ppm ICs0
- n-hexano 7.32 11.3 743 4.69
Diclorometano 15.00 12.5 18.53 11.01
Acetato de etilo 8.50 16.6 4146 37.21
+ Acetona? 6.22 171 9156 | 15.26 80.84 | 16.78
Etanol 10.00 17.1 7546 | 54.20 68.94 | 5449
Metanolp 15.00 17.1 87.83 | 26.64 66.08 | 27.66
Mayor Polaridad
AO = Actividad Antioxidante
ICs0 = Porcentaje de reduccion del oxidante
a= Presencia de carotenoides
b= Presencia de polifenoles y azlicares
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ll. JUSTIFICACION

Muchos de los problemas metabdlicos que aquejan a la poblacién estan relacionados
con el proceso de estrés oxidativo. Existe evidencia sobre el dafio que ocasiona la
oxidacion a diversas células en condiciones patoldgicas, lo que tiene un impacto en la
membrana y el citoesqueleto de la célula, alterando la fisiologia, morfologia y su vida
media. Por lo que es necesario considerar opciones de antioxidantes de origen natural
que contrarresten dichos cambios, ya que los sintéticos podrian causar efectos toxicos
colaterales. Para eso los eritrocitos son un buen modelo bioloégico para el estudio sobre

el dano oxidativo.

Considerando que existen en la naturaleza compuestos antioxidantes que podrian
inhibir estos procesos patoldgicos, es importante determinar su actividad antioxidante.
En el caso del tejocote (Crataegus mexicana) es una fruta can caracteristicas
fenotipicas especificas y del cual se desconocen sus propiedades antioxidantes en

sangre y principalmente en la membrana celular del eritrocito.
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IV. HIPOTESIS

Los antioxidantes derivados de extractos de polaridad media de tejocote (Crataegus
mexicana) inhiben la lipoperoxidacion en la membrana citoplasmatica de eritrocitos de

seres humanos in vitro posiblemente por su contenido de metabolitos polifendlicos.

V. OBJETIVOS

V.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar in Vitro la capacidad de inhibicion de la lipoperoxidaciéon en la membrana
citoplasmatica de eritrocitos de seres humanos por extractos de tejocote (Crataegus

mexicana).

V.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener el extracto organico de la fraccion de acetona de la epidermis liofilizada de

tejocote.

2. Cuantificar el porcentaje de inhibicibn de lipoperoxidacion en la membrana
citoplasmatica de eritrocitos humanos con el extracto de acetona a diferentes

concentraciones.

3. Determinar los cambios morfolégicos, cinéticos y el proceso de eriptosis de los
eritrocitos humanos con el extracto de acetona a diferentes concentraciones y en

ausencia del extracto.

4. Determinar las diferencias moleculares por medio de electroforésis de las proteinas
de membrana en células fantasmas con el extracto de acetona a diferentes

concentraciones y en ausencia de extracto.
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VI. MATERIAL Y METODOS
VI.1. Materiales

El material y equipo a emplear fué facilitado por el Laboratorio de Investigacion
en Quimica de la Nutricién de la Licenciatura en Nutricién de la Universidad Auténoma
de Tlaxcala (UATX).

VIII.1.1. Agentes quimicos y soluciones para TBARS. Para el analisis de
TBARS se adquirieron los siguientes reactivos de Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO):
Polifenol (quercetina), sulfato ferroso (FeSO4), NaCl, NaOH, KCI, NaHPO4, KH2PO4,
acido tricloroacetico, acido etilenediaminetetraacetico (EDTA) y acido 2-tiobarbiturico
(TBA).

VIII.1.2. Agentes quimicos y soluciones para cuantificar proteinas por el método
de Lowry. Para determinar la concentracion de proteinas por el método de Lowry, los
siguientes reactivos fueron adquiridos: albumina de suero de bovino (BSA) [A-7906],
reactivo de Folin—Ciocalteu (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-acido carboxilico),
PBS (9.5 mM, pH 7.4), Na2COs 2%, NaOH 0.1 N, Tartrato 2% Na/K y CuSOs4 1%
(Sigma-Aldrich Co. St Louis, MO).

VIIl.1.3. Agentes quimicos y soluciones para cuantificar actividad antioxidante
con DPPH. La actividad de captura por los antioxidants de los radicales libres fue
determinada con 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), adquirido de Sigma-Aldrich Co. (St
Louis, MO).

VIll.1.4. Agentes quimicos y soluciones para cuantificar compuestos fendlicos.
La concentracién total de los compuestos fendlicos fue con el reactivo de Folin-
Ciocalteu, 0.3% HCI, carbonato de sodio (2% Na2COs3) y &acido galico, que se
adquirieron de Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO).

VIII.1.5. Agentes quimicos y soluciones para extendidos citolégicos y tincion de
los eritrocitos. La tincion celular se realizé preparando formol amortiguado neutro al
10%, solucion de tincion de Hematoxilina-Eosina (HE) (Sigma-Aldrich Co. St. Louis,
MO), etanol, xyleno, y resina para montar laminillas, se adquirieron de J.T. Baker
Chemical Co. (Phillipsburg, NJ, U.S.A.).

VIIl.1.6. Agentes quimicos y soluciones para electroforésis. Para los geles de

SDS-PAGE los siguientes reactivos se utilizaron: cloruro de sodio, alcohol isobutilico,
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metanol y acido acético, adquiridos de J.T. Baker Chemical Company (Phillipsburg, NJ,
U.S.A.). SDS, Tris, glicina, azul de coomassie brillante R-250, kit de tincion de plata,
TEMED, persulfate de amonio, N,N-1-metil-bis-acrilamida, acrilamida y marcadores de
peso molecular bajo fueron de Bio-Rad (Richmond, CA, U.S.A.).

VIII.1.7. Agentes quimicos y soluciones para preparar los eritrocitos y células
fantasmas. Tubos Vacutainer con EDTA, PBS pH 7.4 y 8.0.

VIII.1.8. Agentes quimicos y soluciones para preparar los extractos de tejocote.
n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona, etanol y metanol, se adquirieron de
Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO). Todos los solventes fueron de grado analitico.

Las demas soluciones y reactivos quimicos incluyendo el agua 2d-deionizada
(18.3 MQ, Sistema Milli Q-II. Millipore, U.S.A.), fueron de alto grado y calidad analitica,

y libre de microorganismos.

VI1.2. Métodos

El presente trabajo de investigacion fue de tipo basico, transversal y
descriptivo.

VI.2.i. Obtencién de los frutos de tejocote. Cuatro kilogramos de los frutos
de tejocote (Crataegus mexicana) fueron recolectados de la zona de San Pablo
Apetatitlan, en el Estado de Tlaxcala, México, en los meses de octubre y diciembre del
2012. El método de colecta y seleccion fue la denominada colecta dirigida, basado en
vistas previas y el conocimiento de la localidad indicada, considerando los fenotipos
superiores en cuanto a tamano de fruto, apariencia visual libre de defectos y
homogeneidad en color. Se seleccionaron al menos 50 frutos (1/2 Kg) en madurez,
distribuidos en los cuatro puntos cardinales del arbol, los cuales fueron llevados al

laboratorio de quimica de alimentos de la Escuela de Nutricion de la UAT.

VI.2.ii. Obtencioén de la epidermis de tejocote. La fruta seleccionada se lavo
cuidadosamente y la epidermis se separé manualmente de la pulpa, se congel6 y se
liofilizd para eliminar el exceso de agua por 6 horas en una Liofilizadora (Labconco,
Ind.) a -50° C. Se obtuvieron 36.0 g de epidermis seca, posteriormente fueron molidas

hasta casi polvo utilizando una malla tamafio 20. Las muestras fueron mantenidas
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congeladas a -20 °C hasta su uso, solo las muestras de la epidermis fueron estudiadas
(Méndez y cols., 2013).

VI.2.iii. Preparacion de los extractos de tejocote. Treinta gramos de la
muestra molida fue homogeneizado a temperature ambiente y se realiz6 la extraccion
secuencial de los extractos por 72 horas, colocando la muestra molida en 300 mL de
los siguientes solventes: n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona, etanol y
finalmente en metanol. Cada una de las fracciones obtenidas de los extractos en cada
solvent, fueron separadas en diferentes recipientes y evaporadas hasta su totalidad
utilizando un rotovapor, hasta obtener la muestra seca y eliminar en lo posible la
totalidad del solvente. Los extractos obtenidos se mantuvieron secos en frascos ambar
a 5 °C hasta su uso. Solo el extracto de acetone de tejocote (EPT) fue utilizado para el

presente estudio.

VI.2.iv. Analisis de la reduccion de la actividad oxidante con DPPH. El
efecto de los antioxidantes en el extracto de acetona EPT para atrapar los radicales
libres, fue determinado utilizando DPPH (Kim y cols., 2005). Brevemente, 100 uL del
extracto de acetone EPT fue preparedo a una concentracion de 20 mg/L en DMSO.
Luego, diluido en etanol frio para obtener concentraciones finales de 4000, 400, and 40
mg/L. EI DPPH fue disuelto en etanol (1 mM). Un total de 50 uL del extracto de acetona
EPT y 150 uL de DPPH (para obtener concentraciones finales de acetona EPT a 1000,
100, and 10 mg/L) fueron mezclados e incubados por 30 min a 37 °C en un agitador
orbital. Se leyo la absrbancia a 517 nm utilizando un lector de microplatos de Elisa (Bio-
Tek EL800, U.S.A.). El porcentaje de actividad de reduccion de DPPH fué calculado y
expresado como la ICso (Khattak y cols., 2008) utilizando seis concentraciones del
extracto de acetona EPT (5.6 - 100 mg/L). El antioxidante puro de quercetina fue

utilizado como control estandar.
VI.2.v. Determinacion de compuestos fendlicos totales. El contenido total

de fenoles en el extracto de acetona EPT se determiné usando el método del reactivo

de Folin-Ciocalteu (Folin, 1927) con modificaciones como se ha descrito previamente
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(Méndez y cols., 2013). Brevemente, 3 mg del extracto de acetone EPT se agregaron a
40 mL de metanol/agua (50:50, v/v) por 1 h a 25 °C, el sobrenadante fue colectado y
almacenado (extracto de metanol). A la muestra residual se le agregaron 40 mL de
acetona/agua (70/30, v/v) a 25 °C por 1 h (extracto de acetone). El extracto de metanol
y acetone se mezclaron, evaporardn, y se redisolvieron nuevamente en 10 mL de
etanol (extracto de etanol). Finalmente, la muestra residual se disolvié en 10 mL de
H20 (extracto acuoso). Un mL de cada uno de los extractos se aforé a un volume de
2.5 mL usando 0.3% HCI. Subsecuentemente, 50 yL de las muestra o del estandar fue
agregado a 1 mL de 2% Na2COs, seguido de la adicion de 50 L del reactivo de Folin-
Ciocalteu diluido en agua (1:1). Después de 30 minutos de incubacion a 25 °C, se leyo
la absorbancia a 750 nm por medio de un espectrofotometro (Genesys 10 UV, Thermo
Electron Co. U.S.A.). El contenido total de fenoles se expreso como el equivalente en
mg de acido Galico por gramo de acetona EPT (GAE/g) utilizando una curva estandar
de una solucion recién preparada de acido Galico (concentraciones de 0.2 - 1.0

mg/mL).

VI.2.vi. Seleccion de los sujetos y examen clinico. Se seleccionaron 8
sujetos del género masculino, con un rango de edad entre 20 y 30 afios (DE + 11.1), a
quienes se les realiz6 un examen clinico y determinar los criterios de exclusion,
incluyendo que no presentaran enfermedades cronico-degenerativas como diabetes
mellitus, enfermedades cardiovasculares, anemia, no utilizaran drogas recreativas o
estuvieran bajo tratamiento médico, tener historia previa de alcoholismo o tabaquismo,
no estuvieran sometidos a ejercicios excesivos que incrementara el estrés oxidativo y
no tomaran antioxidantes en cualquier formulacién comercial. Todos los sujetos fueron
alumnos de la Licenciatura de Nutricion de la Universidad Auténoma de Tlaxcala (UAT),
a quienes se les informd del propdsito del estudio y se les invité a participar de manera
voluntaria y con consentimiento por escrito en el estudio (Anexo lll). El estudio se
explico a todos los sujetos. El estudio fue aprobado por el comité de ética para
investigacion en muestras bioldgicas de la propia institucion, Facultad de Nutricion y
Facultad de Ciencias de la Salud, de la Universidad Autbnoma de Tlaxcala (Anexo | y

Il). También se solicitaron los permisos y autorizacion respectiva del proyecto ante la
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Secretaria de Salud del Estado de Tlaxcala y el COFEPRIS y COEPRIS. Se siguieron
los procedimientos de acuerdo al protocolo en la seccién VIII.2.ii., VIII.2.iii., VIII.2.iv.,
VIIl.2.v., VIII.2.vi., de |la Secretaria de Salud (Anexo IV y V). También se obtuvo el IMC
de cada sujeto, midiendo cuidadosamente su talla y peso (IMC = peso [kg]/altura [m?]) y

correlacionarlo con su estado de salud en general.

VI.2.vii. Obtencion de las muestras de sangre. La coleccion de sangre y el
manejo de las muestras fue siguiendo el protocolo para el manejo de material humano
del “Reglamento de la ley general de salud en materia de investigacién para la salud,
Articulos, 11, 17, 23, 57, 109, 114, y previa autorizacién del Comité de Etica de la
Escuela de Nutricion del area de Ciencias de la Salud de la UAT (Anexo | y Il). De
igual manera, se solicitd el permiso (en tramite) al COFEPRIS para el desarrollo del
protocolo en humanos (Anexo IV y V). Para la presente investigacion se utilizé sangre
venosa obtenida por venopuntura de la vena radial interna por la parte anterior del
codo, previa asepsia con alcohol etilico de 96° y una gasa estéril. Todo el material
utilizado esta previamente esterilizado y se desecha en depdsitos de acuerdo al
reglamento del manejo y desecho de material organico (OPS, 1983). La obtencién de
las muestras de sangre la llevd a cabo por la Q.F.B. Eva Enriquez Olivares,
responsable del laboratorio de analisis clinico de la clinica 8 del IMSS. Se obtuvo un
promedio de 6.8 mL de sangre venosa por cada sujeto. La toma de las muestras fue de
8 a 10 de la manana, solicitando a los sujetos presentarse en ayunas por o menos 12

hrs.

VI.2.viii. Manejo y preparacion de las muestras de sangre. Cada muestra de
sangre (6.8 mL) de cada individuo fue colectada por veno-puntura de la vena radial
interna y colocada directamente en tubos Vacutainer con EDTA como anticoagulante.
Las muestras fuéron centrifugadas inmediatamente a 3000 rpm durante 10 minutos a
25 °C, para separar por centrifugacion los eritrocitos del plasma sanguineo. Ya
separados los eritrocitos del plasma fueron lavados 3 veces en una soluciéon de PBS
(1:1) (0.1 M (0.2 g KClI, 0.2 g KH2PO4, 8 g NaCl, and 2.16 g NaHPO47H20)/L), pH 7.4

(con 10% NaOH) a 3600 rpm por diez minutos en cada centrifugacion, en cada lavado
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las células blancas fueron retiradas con pipeta. La muestra de sangre de cada individuo
se utilizé por separado para formar 2 grupos, uno con eritrocitos control (EC) y en una
muestra con eritrocitos experimental (EE). Ambos grupos se sometieron a los
diferentes procedimientos con el extracto de tejocote para determinar el grado de
lipoperoxidacién in vitro. Las muestras de sangre fueron almacenadas en PBS en las
condiciones iniciales del hematocrito (1:1). Las muestras fueron preparadas y

analizadas el mismo dia de coleccion, a menos que se requiriéra otro procedimiento.

VI.2.ix. Determinacioén del volumen sanguineo y hematocrito. Obtenidas las
muestras de sangre y centrifugadas, se determiné el volumen total de sangre y se
obtuvieron los valores del hematocrito de cada individuo, de acuerdo al procedimiento
descrito en los antecedentes, con el propésito de determinar la cantidad de eritrocitos
presentes en la sangre y mantener la misma cantidad durante los procedimientos

experimentales. Para obtener estos valores se utilizo la siguiente formula:

CRS x 100 = % de hematocrito 6 fraccion decimal
Volumen total de sangre

VI.2.x. Determinacion de hemoglobina en sangre. Obtenidas las muestras
de sangre y centrifugadas, se determino el volumen total de sangre y se obtuvieron los
valores del hematocrito, de acuerdo al procedimiento descrito en los antecedentes. Con
el proposito de determinar la cantidad de hemoglobina en sangre se utilizé la siguiente

formula:

VOLUMEN DE ERITROCITOS (mL) x 0.003 = Hb g/L

VI.2.xi. Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry.
Inmediatamente después de obtener la sangre de los pacientes, los eritrocitos se
separaron del plasma por centrifugacion a 3600 g por 10 minutos, y se lavaron y
centrifugaron 3 veces con un volumen igual de PBS, pH de 7.2 (Anexo). Con los
eritrocitos libres de plasma sanguineo, se cuantificé el total de proteinas por el método

de Lowry, estandarizando el contenido de lipidos de la membrana celular del eritrocito a
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2.66 mg/L, ya que tedricamente existe una relacion directa entre proteinas y lipidos en
su membrana. Se realiz6 una curva de calibracidn con albumina de suero bovino

(Alexander, 1984), con un lector de ELISA a una absorbancia de 540 nm.

VI.2.xii. Preparaciéon de los eritrocitos
(CRS) para formar células fantasmas (CF).
Para este procedimiento se utilizé la técnica de

resellado de eritrocitos por la técnica de dilucién

hipoténica-hiperténica (Krishnaveni G., y cols.,
2013; Jangde R., 2011; Matteucci y cols., 1995).
Inmediatamente al lavado de los eritrocitos con
PBS a un pH de 7.4, estos fueron incubados a
una temperatura de 23 °C, por 24 horas en una
solucion de PBS a un pH de 8.0, lavando y

centrifugando en varias ocasiones con la misma

solucién, lo que permitidé eliminar la hemoglobina.
Posteriormente se volvieron a colocar los Fig. 23. Aspecto macroscopico Y
eritrocitos en solucién de PBS pH 7.4 a la mitad Miclosopico de las collas fantasmas.
del volumen original del hematocrito, lo que

permite cerrar la membrana del eritrocito y formar

las células fantasmas, lo cual se monitored

microscopicamente para evitar lisis de las células

(Figura 23).

VI.2.xiii. Determinacion de la lipoperoxidacion en eritrocitos y células
fantasmas sometidas al pro-oxidante FeSOs, para determinar la efectividad del
antioxidante con la técnica de TBARS. La actividad antioxidante del extracto de
acetona EPT se estimé usando el método de Ohkawa y cols. (1979). El extracto de
acetone EPT se prepard en concentraciones de 10, 30, 50, 100, and 1000 mg/L para
inhibir la peroxidacién lipidica inducida por el Fe?*en las CRS y CF. Las CRS y CF

fueron lavadas y homogeneizadas en tubos separados en 10 mL de PBS (pH 7.4) a 5
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°C (1:10 p/v) (Dominguez y cols., 2005). EI homogeneizado fue centrifugado por 10
minutos a 3000 g, el sobrenadante fue ajustado a una concentracion de 2.6 mg de
proteina/mL en PBS, para ser utilizado para la cuantificacion total de proteinas de
acuerdo al método de Lowry y cols. (1951). Se utilizO6 BSA para elaborar la curva
estandar. Luego, 375 uyL (1 mg de proteina) de CRS o CF fueron incubados
previamente en un agitador orbital con 50 yL de EDTA 10 uM, y 50 uL de cada una de
las diferentes concentraciones del extracto de acetona ECT a 37 °C por 30 min., y
obtener una concentracién del extracto diluido de 3-50 mg/L. La peroxidacion lipidica
se inicié al adicionar 50 pL of FeSO4 (concentracion final = 25 yM) (Ng y cols., 2000).
Pasada una hora las muestras fueron enfriadas sobre hielo, y se agreg6 0.5 mL de TBA
(1% 2-acido tiobarbiturico en 0.05 N NaOH y 30% acido tricloroacético, 1:1).Las
muestras fueron centrifugadas 10 minutos a 3000 g. La peroxidacion lipidica y sus
productos finales en CRS y CF fue determinada por la presencia de malondialdehido
(MDA) con el método de TBARS (Kibanova y cols, 2009). Las muestras fueron
calentadas a 94 °C por 30 minutos en una tina de agua hirviendo. Después se enfrié en
hielo y 200 yL de cada muestra y una muestra blanco, se colocaron en un pozo de un
microplato para ser leidos a una absorbancia de 540 nm. Los resultados de TBARS se
expresaron como el equivalente de MDA, comparandolo con el estandar 1,1,3,3-
tetrametoxipropano. El porcentaje de inhibicién se define como el decremento de la
formacion de TBARS, debido a la quelacion del extracto (Esterbauer y Cheeseman,
1990). La inhibicién de la peroxidacion lipidica hasta 50% (ICso ug/mL) en cada extracto
fue comparado contra el logaritmo de concentracion en cada muestra de Crataegus

mexicana y el porcentaje de peroxidacion lipidica inducida por el FeS0425 uM (100%).

VI.2.xiv. Peroxidacion lipidica inducida con FeSO4 en las CRS para realizar
el analisis morfolégico. El extracto de acetona ECT se diluyé a 5, 10, 100, y 1000
mg/L en PBS con el pro-oxidante FeSO4 (100 uM). Luego, 25 uL CRC (~ 125 x 106
células) se agregaron a cada dilucién y se incubaron a 25 °C durante 5, 30, 120, 180
minutos, 1, 2, 15, 22, 24, y 28 dias. Se prepararon muestras control sin el FeSO4 o el
extracto de acetona ECT. Los experimentos se llevaron a cabo con cada tipo de célula

por triplicado.
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VI.2.xv. Andlisis citolégico. Las muestras de CRS (2 uL = ~10 x 108 células)
se tomaron de los diferentes tiempos de incubacion, extendidos en un portaobjeto de
vidrio limpio e inmediatamente fijados con formaldehido amortiguado al 10%. Las
celulas fueron tefidas con HE y un cubreobjeto de vidrio fue colocado para su
observacion al microscopio con objetivo de aumento de 40x, y 100x usando un objetivo
con aceite de inmersion. Se utilizé un microscopio Olympus CH30RF100 (Olympus
Optical Co. LTD, Japan) con una camara digital conectada a una PC y un Sistema de
analisis de imagen (Motic Images Plus 2.0, Motic China Group Co. LTD) para
cuantificar los cambios morfolégicos estaticos y cinéticos de la CRS. El analisis
histométrico fue un estudio doble ciego, en el que el unico observador no conocia el

tipo de muestra o a que grupo pertenecia el extendido citolégico que observaba

VI.2.xvi. Determinacion de la morfologia del eritrocito. De cada muestra de
sangre (EE y EC) se tomaron 5 plL de eritrocitos (0.2% del hematocrito = + 25 millones
de células) que fueron colocados en 10 uL de PBS sobre un portaobjetos de vidrio
limpio, extendiendo la muestra y realizar una citologia de cada fase del procedimiento y
comparar los cambios entre ambos grupos EE y EC. Las CRS se cuantificaron en tres
areas estandarizadas de cada laminilla (0.1 mm x 0.1 mm de cada lado). En cada area
tres diferentes campos de 70 um cuadrados se seleccionaron para contar los
eritrocitos. Cambios en la intensidad de color por la tincion (Anisocromia), tamano
(Anisocitosis), forma (Poiquilocitosis), inclusiones y otros cambios morfolégicos en la
CRS fueron determinados de acuerdo a la descripcion de Mackenzie (2000) y Brecher
(1972) como sigue:

Tincién: Normocromico
Hipocromico
Hipercrémico

Tamafo: Normocitico (7 — 8 um)
Microcitico (menor de 7 um)
Macrocitico (mayor de 8 um)

Forma: Acantocito (crenada)
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Equinocito
Inclusiones: Cuerpos de Heinz
Otros: Hemodlisis
Esquistocitos
a. Inicialmente, las células lavadas en PBS fueron observadas a temperatura ambiente
(~ 23 °C), directamente sin tefir sobre un portaobjeto, al cual se le traz6 un canal de
flujo con lapiz de diamante (modificado de Wandersee y cols, 2005), utilizando un
filtro verde, bajo el microscopio de luz (Zeiss Primo Star) con un objetivo de 40X y
con objetivo de inmersion de 100X. Las imagenes estaticas y cinéticas fueron
capturadas con filtro azul y verde utilizando una camara Kodak con formato SCN <
30 cm. Se realizaron observaciones al minuto 0, 5, 30, 1h, 2h, 3h, 24h, 48h, 14 y 28
dias. Las células fueron contadas por visualizacion directa (Hillery y cols, 1996),

utilizando un analizador de imagen (Motif analysis systems, E.U.A.).

b. Paralelamente al procedimiento anterior, otro grupo de células EE y EC fueron
fijadas con formol buffer al 10% para evitar la hemdlisis o distorsion de los eritrocitos,
Posteriormente fueron tefidas, al mismo tiempo, con la técnica de tincion de
hematoxilina y eosina (HE) (Estrada-Flores y cols., 1982). Ya montadas las
laminillas. Se seleccionardn tres campos por extendido a 40X (70 x 70 um) y de
cada uno de estos campos se seleccionaron 3 campos a 100X (70 x 70 um), para un
total de nueve campos por extendido citolégico. De cada campo seleccionado en
una gradilla milimetrada, se contaron las células dentro de cada campo, excluyendo
las células que tocaran la linea imaginaria limitrofe. Las células fueron observadas
bajo el microscopio de luz (Zeiss Primo Star) con un objetivo de 40X y con objetivo
de inmersion de 100X. Se realizaron observaciones al minuto 5, 30, 1 h, 2 h, 3 h, 24
h, 48h y a los 15, 22, 24, y 28 dias. Las células fueron contadas por visualizacion
directa (Hillery y cols, 1996), utilizando un analizador de imagen (Motif analysis
systems, E.U.A.).

Se compararon los cambios en la morfologia de los EC y EE de acuerdo a la

tabla 3 presentada en los antecedentes, determinandose el efecto del extracto de
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tejocote a diferentes concentraciones en la morfologia, adhesién y tonicidad del
eritrocito. Se tomaron microfotografias a 40X de 3 campos al azar y se contaron las

células con cambios morfoldgicos.

VI.2.xvii. Dinamica de flujo de las CRS. La dinamica de flujo de las CRS se
determind usando un canal de flujo (20 um ancho, 10 um alto, 5 mm longitud) trazado y
cortado en un portaobjeto de vidrio elaborado en el laboratorio y cubierto con un
cubreobjeto de vidrio, lo que permitio la visualizacion directa de las células durante el
tiempo de estudio (Hillery y cols., 1996). Los experimentos se realizaron a 25 °C. El
portaobjetos limpio se colocé con una inclinacion de 5° sobre sobre la platina del
microscoépio para permitir el flujo libre y continuo de las CRS vy evitar el estrés por
friccion. Dos microlitros de los eritrocitos incubados por dos horas en PBS o en el
extracto de acetona EPT fueron colocados en uno de los extremos del canal,
permitiendo el flujo libre por 120 minutos. El nimero de células adherentes, crenadas
(acantocitos y equinocites), y deformabilidad durante el tiempo de flujo, fueron contadas
por visualizacion directa con el micoscopio y filmadas con un sistema de video imagen
(20 imagenes por segundo), permitiendo imagenes multidireccionales de los eritrocitos.
Para evitar el fendomeno de deformacion o formacion de equinocitos de las CRS
(Brecher y cols., 1972; Bronkhorst y cols., 1995), solo se contaron y analizaron

morfologicamente las células que flotaban en la parte media del canal de flujo.

VI.2.xviii. Andlisis del eritrocito por electroforésis en geles de SDS-PAGE.
La concentraciéon y estandarizacion de las proteinas en las CRS fue por el método de
Lowry.

a. Preparacion de muestras y geles.- Posterior a la obtencion, aislamiento de
los eritrocitos y preparacion de células fantasmas, 25 ulL de las células (1 pL = 5x10°
6/uL) se colocaron en 20 uL de solucion solubilizante en condiciones normales y no
denaturantes (0.125M Tris-HCI, 4% SDS, 20% glicerol, pH 6.8, 0.002% azul de
bromofenol) y sonicados en bafio maria a 100 °C por 3 minutos previamente a correr
los geles. La electroforésis fue en geles de SDS-PAGE a temperatura ambiente en un

sistema de gel discontinuo, de acuerdo al método descrito por Laemmli (1970),
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utilizando un gel superior al 3% y un gel separador al 10%. La electroforésis se corri6 a
100 V con corriente constante hasta que el frente azul del gel alcanzara la porcion
inferior de la camara. Un aparato para minigeles (Mighty Small Il vertical slab unit;
Hoefer Scientific Ins., San Francisco CA., U.S.A.) fue utilizado para este propésito.

b. Tincion de los geles. Los geles fueron fijados y tefidos sucesivamente con
0.1% de azul de coomassie R250 en metanol-agua-acido acético (1:8:1) y tincién de
plata. Para obtener un buen patrén de tincion azul y violeta de las bandas, los geles se
tineron inicialmente con la solucion de azul de coomassie por una hora y destefidos
gradualmente con varios cambios de solucién destenidora (metanol-agua-acido acético
1:8:1), durante 60 minutos hasta que se observaran las bandas tefidas, debido a las
diferencias en la dglicosilacion de las proteinas que dan diferentes patrones de
intensidad con la misma cantidad de proteinas celulares, los geles fueron tefidos con

tincion de plata dando un patrén amarillo-negro.

c. Identificacion de proteinas de la membrana del eritrocito (células
fantasmas).- Se realizaron 8 corridas de geles de SDS-PAGE al para determinar el
efecto del antioxidante en los EE y los EC. Las proteinas de membrana y del
citoesqueleto fueron mapeadas e identificadas de acuerdo a su relativa movilidad en el
gel y patron de tincion, de acuerdo a los criterios descritos por otros investigadores
(Singh y Rajini, 2008; Mackenzie, 2000; Ballas, 1977). Las moléculas fueron
clasificadas de acuerdo a su tamafio e intensidad de tincibn como: Ausente (-),
presente (+-) y de alta intensidad y tamano (+). Sin embargo, debido a la subjetividad
inherente de estos parametros, las moléculas fuéron tambien clasificadas como
presentes y ausentes. Se tomaron fotografias con camara digital y se comparé la

presencia y numero de bandas en los geles.

VI.2.xix. Analisis estadistico de los resultados

La edad, hemoglobina, hematocrito, volumen total de sangre, volumen globular
y concentracion de proteinas obtenidos de los sujetos que participaron voluntariamente,
se presentaron como media + error estandar (EE).

La cantidad de MDA fue utilizada para calcular el % de inhibicion de
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lipoperoxidacién en eritrocitos y células fantasmas y fue expresado en promedio + EE.
Con una ANOVA de una via se compar6 la capacidad de inhibicion del extracto de
acetona EPT a diferentes concentraciones en relacién a la cantidad de MDA inhibido
por la quercetina en CRS y GCs.

El conteo del total de CRS se presentdé como la media + EE. Para identificar
diferencias signficativas se utilizd una ANOVA de dos vias de medidas repetidas
considerando como primer factor el uso de extracto de tejocote y como segundo factor
el tiempo de incubacion; finalmente se utilizd una Posthoc de Bonferroni, para
determinar diferencias entre grupos.

La concentracion total de proteinas en las membranas de los eritrocitos (células
fantasmas) fueron calculados a partir de un analisis de regresion lineal obtenido de un
estandar de BSA a diferentes densidades 6pticas (Conc = a* Abs + b).

Un valor de P<0.05 se considerd estadisticamente significativo. Todos los
experimentos se realizardn por triplicado (n = 3). El programa GraphPad Prism (v.5.01,
para Windows) se utilizé para este proposito. El programa para computadora SigmaPlot
11.0 fue utilizado para los analisis estadisticos y graphPad Prisma para graficar los

resultados obtenidos.
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VIl. RESULTADOS

VII.1. Obtencion de extractos de tejocote. Se recolectaron 6.255 Kg de frutos
de tejocote (Crataegus mexicana), seleccionandose 50 frutos (500 g). Se obtuvo un
total de 38.8 g de epidermis liofilizada. De la epidermis liofilizada y seca se utilizd
unicamente 30 g de muestra bioldgica en 300 mL de los disolventes (acetato de etilo,
acetona y etanol, en este orden), obteniendo un total de 2.222 g de extracto de
acetona, para ser usado en los diferentes experimentos. De esta manera, por cada
kilogramo de fruta se obtienen 67.62 g de epidermis seca y a su vez 4.44 g del extracto

de acetona (acetona EPT).

VII.2. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales, captura de
radicales libres por DPPH y determinacion del ICso. El total de contenido de
polifenoles en 2.222 g de epidermis seca fue de 0.68 + 0.001 mg del equivalente de
acido galico/g. La cantidad de DPPH reducido fue cuantificado midiendo el decremento
en absorbancia de DPPH por accién del extracto de acetona EPT. El ICso del extracto
de acetona EPT, para reducir radicales libres fue de 15.26 + 0.20 mg/L comparandolo
con el ICso del antioxidante puro quercetina 5.37 + 0.14 mg/L. Se observé que el
extracto de acetona es tres veces menos activo que la quercetina para reducir el
DPPH.

VII.3. Sujetos de estudio y resultados del analisis de las muestras de
sangre. Se colectdé sangre de 8 donadores voluntarios del sexo masculino con un
promedio de edad de 32 afos, peso promedio de 59.9 Kg y el IMC de 21.4 + 5.2kg/m?,
todos clinicamente sanos al momento de tomar las muestras de sangre, determinado
por un interrogatorio clinico de sus antecedentes patolégicos y no patoldgicos. Cuatro
de los sujetos tenian sangre O, dos O*, dos con AB* y uno con A*. Se obtuvieron 14

muestras de sangre de acuerdo a lo sefialado en el protocolo.

VIl.3.a. Promedio de sangre total y volumen globular medio. Se obtuvo de cada

sujeto un promedio de 7.8 mL (rango de 3.2 a 10.6 mL) (Grafica 1).
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Grafica 1. Volumen total y VGM de las catorce muestras obtenidas

VII.3.b. Determinacion del Hematocrito. EI promedio de volumen de eritrocitos
para cada muestra fue de 3.8 mL. (rango de 1.6 a 5.6). Calculando el valor del
hematocrito se obtuvo una media de 0.49 + 0.05 (rango de 0.44 a 0.58) lo que se

considera dentro de los parametros normales para un hematocrito en hombres (rango
normal 0,40 - 0,50) (Grafica 2).
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Gréfica 2. Porcentaje del hematocrito en las muestras estudiadas.
Las lineas rojas sefialan los rangos promedios (0,45 — 0,55).

VII.3.c. Determinacion de la Hemoglobina. El promedio de hemoglobina de
acuerdo al VGM de los eritrocitos en cada muestra fue de Hb de 12.5 + 1.8 mg/dL
(rango de 9.6 a 15.3), ligeramente por debajo del rango normal debido a que dos
sujetos presentaron valores por debajo de 11.0 mg/dL (Grafica 3).
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Grafica 3. Valores de la hemoglobina total en las muestras estudiadas.
Las lineas rojas sefialan los rangos promedios (12.5 — 16.5).

VII.3.d. Cuantificacion de proteinas totales por el método de Lowry. En cada
sujeto, se cuantificaron por duplicado las proteinas totales posterior al lavado con PBS,

obteniendo un valor promedio de 15.058 mg/mL de proteinas totales.

VIl.4. Determinaciéon de la lipoperoxidacion por presencia de MDA en
eritrocitos y células fantasmas y efectividad del extracto de acetona EPT como
antioxidante con la técnica de TBARS. Las células rojas de la sangre tienen lipidos
saturados y no saturados, asi como acidos grasos en su membrana celular, los cuales
son susceptibles a ser peroxidados por las ERO. Para determinar la capacidad del
extracto de acetona EPT se utilizo el ién ferroso (Fe?*) que es capaz de formar
peroxidos lipidicos que inducen la formacidén de susbtancias altamente reactivas como
los radicales hidroxilo y las especies rectivas perferril y ferril. Para evaluar la efectividad
del extracto de protejer a los eritrocitos y a las células fantasmas de ser
lipoperoxidadas, se utilizaron diferentes concentraciones del extracto, como se
describi6é previamente en material y métodos. Se realizaron 16 corridas experimentales
por triplicado de las muestras de sangre. En todos los casos la reaccion al acido

tiobarbiturico fue positiva.

El promedio general del porcentaje de inhibicion del extracto de acetona de
tejocote Crataegus mexicana fue de 37.23%, presentando su mayor porcentaje de
inhibicion a 50 ppm con un porcentaje de inhibicion de la lipoperoxidacion de células
fantasma de eritrocitos humanos de 47.91%, y en los eritrocitos fue de 46.84%. Sin
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embargo, el promedio general fue menor en comparacién con los porcentajes de
inhibicion de los antioxidantes sintéticos que se utilizaron como controles, quercetina de
45.48% y B-caroteno de 42.61% (dato no graficados). Los resultados se muestran en la

grafica 4A, 4B y 4C.
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Grafica 4A. Porcentaje de inhibicion de la lipoperoxidacion del extracto de acetona de tejocote Crataegus mexicana en
células fantasmas. Los datos representan la media + DE de 9 experimentos por triplicado con TBARS a diferentes
concentraciones (10 a 1000 ppm).
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Grafica 4B. Comparacion de los porcentaje de inhibicion de la lipoperoxidacion entre el extracto de acetona de tejocote
Crataegus mexicana, extracto de acetato de etilo y el control Quercetina en células fantasmas. Los datos representan la
media + DE de 9 experimentos por triplicado con TBARS a diferentes concentraciones (10 a 1000 ppm). *p = 0.005
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Grafica 4C. Comparacién de los porcentajes de inhibicion de la lipoperoxidacion entre el extracto de acetona de tejocote
Crataegus mexicana y el control Quercetina en células fantasmas. Los datos representan la media + DE de 9
experimentos por triplicado con TBARS a diferentes concentraciones (10 a 1000 ppm). *p = 0.005
VII.5. Cuantificacion y cambios morfolégicos de las CRS y CF. Previo a los
experimentos con las CRS y las CF que fueron incubados con el extracto de acetona
EPT se realizaron una serie de experimentos para estandarizar y determinar que
durante el tiempo que duraran los procedimientos experimentales, los eritrocitos no
sufrieran cambios por envejecimiento o por eriptdsis que pudieran alterar o influir en los

resultados.

VIl.5.a. Cuantificacion y cambios morfolégicos de los eritrocitos con y sin
extracto de acetona EPT. Las CRS fueron incubadas en el extracto de acetona EPT
de Crataegus mexicana con el prooxidante FeSO4 a diferentes concentraciones vy
analizadas para determinar cambios morfoldgicos, en la eriptdsis y la hemdlisis de los
eritrocitos. El grado de hemodlisis de las CRS con diferentes concentraciones del
extracto de acetona EPT mostré6 una correlacion entre el tiempo y el dafio a los
eritrocitos durante los 28 dias de incubacion. Los eritrocitos incubados con altas
concentraciones del extracto de acetona EPT sufrieron menos dafios comparandolos

con aquellos que fueron incubados con menores concentraciones del extracto de
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acetona EPT, observandose directamente en los tubos la presencia de menor
acumulacion de hemoglobina en la solucibn de PBS donde se depositaron los
eritrocitos (datos cualitativos).

Se observaron los siguientes cambios en los eritrocitos comparando entre el
(A) grupo control al que no se le aplicé extracto de tejocote y fueron colocados en PBS
con y sin FeSO4 y (B) el grupo experimental al cual se le aplico el extracto de tejocote
(concentracion 1:100 v/v) con FeSO4. En ambos casos se hicieron observaciones al
microscopio con células fijadas y tenidas con HE para determinar la morfologia celular.
El grupo control que corresponde a los eritrocitos colocados en PBS y PBS/FeSO4
presento en los extendidos citoldgicos cambios morfoldgicos y cinéticos muy marcados,
observandose a los 5 minutos eritrocitos microciticos, hipocromicos, globocitos,

congregacion y coagulacion, asi como hemdlisis celular a los 30 min. (Figura 24).

r 5
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Fig. 24.- Imagen microscopica a los 5 min. (A), y a los 30 minutos (B), de eritrocitos sin extracto de tejocote y sulfato
ferroso.

El grupo experimental sometido al extracto de tejocote con sulfato ferroso
presentd pocos cambios a los 5 minutos, observandose unicamente escasos
microcitos, a los 30 minutos ya se observan estomatocitos y espinocitos, y a los 28 dias

los eritrocitos conservan sus membranas existiendo cambios morfolégicos (Figura 25).

Fig. 25.- Imagen microscopica a los 5 min. (A - microcito, B - espinocito, C - estomatocito), y a los 28 dias (D - conservan
su membrana) de eritrocitos con extracto de tejocote y sulfato ferroso.
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Estos resultados sugieren un menor nivel
de hemolisis y dafio en la membrana de los
eritrocitos, ya que mantienen su color y existe
menor velocidad en la formacion del coagulo o
de

menores cambios reolégicos en la superficie de

coagregacion los eritrocitos, indicando
las células rojas de la sangre (Fig. 26). Estas
observaciones sugieren un efecto antioxidante del
extracto de acetone EPT en las CRS; los cambios
son similares a las descritas por Baek y cols.
(2012), quienes describieron un menor dafio a las
células utilizando haptoglobina como antioxidante

en los eritrocitos de cuyos de guinea.

26.
concentraciones del extracto de acetone EPT de
Crataegus mexicana en la lesion producida a las
CRS a diferentes tiempos de incubacién (izquierda a

Fig. Efecto del incremento de las

derecha): CRS/PBS, CRS/PBS/FeSQs4,
CRS/PBS/FeSO4/ con 5, 10, 100, y 1000 mg/L
acetone EPT respectivamente. Las muestras
muestran menor liberacion de hemoglobina en el
medio de incubacion, conforme pasa el tiempo y se
incremeta la concentracion del extracto de acetona
EPT.

El proceso de hemdlisis es mas rapido en CRS que no fueron incubadas con el

extracto de acetona EPT (Fig. 27A - F) y comienza al dia 7 de incubacion,

comparandolo con las CRS incubadas con el extracto de EPT (Fig. 27G - L) en donde

el proceso de hemolisis comienza posteriormente. Todos los cambios morfolégicos

fueron descritos independientemente al igual que la suma de estos cambios.
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Fig. 27. Efectos del extracto de acetone EPT en el contorno y la morfologia de los eritrocitos. CRS incubadas solo en PBS
(superior) y CRS incubadas en 100 mg/L del extracto de acetona EPT (inferior) a diferentes tiempos, ambas con FeSO4 100 uM.
La morfologia celular fue examinada con microscopio de luz. Fotos A-F CRS incubadas en PBS/FeSOs; Fotos G-L CRS
incubadas en PBS/FeS04/100 mg/L del extracto de. HE 100x, utilizando diferentes filtros del microscopio, Bar = 10 um.

(1) Eritrocitos Normociticos y Normocrémicos. El conteo de las CRS fue
similar en ambos casos, observando al inicio del experimento células normociticas que
fueron o no incubadas con el extracto de acetona EPT. El conteo de células fue mas
facil en los eritrocitos tratados con el extracto EPT, en comparacion con aquellas no
tratadas con el extracto, ya que el extendido citolégico en las células no tratadas
presenté grandes cantidades de agregados celulares que hicieron dificiles separarlas
unas de otras. El extendido citolégico de las CRS tratadas con el extracto de acetona
EPT fue mas homogéneo y las células presentaron mejor separacién entre ellas, esto
podria deberse a la actividad antioxidante del extracto desde el momento que las
células se incubaron y entraron en contacto con el EPT. Las CRS con el extracto de
acetona EPT se mantuvieron por mayor tiempo hidratadas, lo que sugiere que no hubo
pérdida de agua dentro de la célula, manteniendo su membrana intacta por mayor
periodo de tiempo. Cambios morfologicos y hemdlisis de las CRS fueron evidentes a
los 180 minutos, tanto en los eritrocitos control como los incubados con el extracto de
acetona EPT; la hemdlisis de los eritrocitos no tratados con el extracto inicia a las 48
horas (Fig. 28a). En las CRS tratadas con el extracto de acetona EPT, la hemdlisis de
las células empieza posteriormente, mateniendo algunas células su morfologia hasta
por 28 dias (Fig. 27K-L). La cuantificacion total de las CRS mostré el efecto del
extracto de acetona EPT (P=0.0078), durante el tiempo de incubacién en minutos y

dias (P=0.001). De manera similar, una relaciéon entre la concentracion del extracto y la
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respuesta de los eritrocitos fue observada en los diferentes tiempos de incubacion.

(2) CRS Anisociticas. Un incremento en el numero de eritrocitos microciticos
se observd durante los primeros 120 minutos, tanto en las células incubadas en
PBS/FeSO4 como en las células incubadas en PBS/FeSOas/acetona EPT. Posterior a la
formacion de microcitos, se observo un decremento de estas células hasta que fueron
completamente lisadas. Sin embargo, las células tratadas con el extracto de acetona
EPT se mantuvieron presentes hasta por 28 dias. Esto sugiere que la formacién de
células crenadas y el proceso de eriptosis se retarda con el extracto de acetona EPT
(Fig. 28b). No se observd ningun efecto en la formacion de células microciticas por el
extracto de acetona EPT (P=0.21), sin embargo el tiempo de incubacion (P=0.0001) y

la interaccion del extracto con las células (P=0.0026) induce la formacion de microcitos.

(3) Crenadas, acantocitos. La oxidacion de las principales proteinas
estructurales del eritrocito, la espectrina y la actina, que forman la red del citoesqueleto
de la submembrana de las CRS, induce cambios morfologicos y viscoelasticos en la
membrana celular, observandose con la formacién de burbujas (blebs) en la superficie
de la células (Fig. 27B — C, y 28c). Las CRS con el extracto de acetona EPT mostraron
una inhibicion temprana en la continua formacion de estas burbujas durante el
fendmeno oxidativo, por lo tanto también se inhibid el proceso de eriptosis y la
hemodlisis durante la vida media del eritrocito (Fig. 271 — L, y 28c), comparandolas con
las CRS del grupo control. Estos datos sugieren que el extracto esta actuando y
reduciendo la deformaciéon del citoesqueleto de la membrana causada por el efecto
oxidative del FeSO4, durante el proceso de de la lipoperoxidacion de los fosfolipidos en
la bicapa lipidica, probablemente inhibiendo la oxidacion de las cadenas laterales de
los residuos de amino acidos, la formacién de uniones entrecruzadas de proteinas-
proteinas y la oxidacion de la columna principal de proteinas del citoesqueleto en el
eritrocito. Los cambios morfolégicos durante las primeras 24 horas, alcanzaron su pico
maximo a los 120 minutos en los eritrocitos no tratados con el extracto. Una menor
formacion de células crenadas esté relacionada con el factor extracto de acetona EPT
(P=0.0067), tiempo (P=0.0001) y factores de interaccion (P=0.0001). Estos cambios
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morfolégicos se han descrito como Tipo | y Il Brecher y Bessis (1972) durante el
proceso de eriptosis de las CRS. Como ya se menciono, las CRS tratadas con el

extracto de acetona EPT no incrementa estos cambios dependientes del tiempo.

(4) Crenadas, equinocitos. Conforme el tiempo pasa, los cambios
morfolégicos en las CRS son mas evidentes. El proceso oxidativo y la crenacion en las
CRS genera la formacion de prolongaciones espiculadas en la membrana, debido a la
deformacion de la membrana por la oxidacion de lipidos y proteinas del citoesqueleto.
Estos cambios se vuelven irreversibles y son determinantes en el proceso de eriptosis
de la CRS (Fig. 27C, y 28d). El extracto de acetona de Crataegus mexicana inhibio la
formacién de equinocitos, posterior a la formacién de acantocitos, retardando la
deformacioén de las células y el proceso de hemdlisis (Fig. 271 — K, y 28d). Una accion
dependiente del tiempo en la formacién de equinocitos (P=0.0001) y su interaccién con
el extracto de acetona EPT fue observada (P=0.0067). Estos cambios morfolégicos en
la membrana celular del eritrocito se han denominado como Tipo Ill (Brecher y Bessis,
1972), con diferentes fases en la deformaciéon de la membrana, ésta es considerada
como una alteracion morfoldgica irreversible durante la vida media del eritrocito y por lo
tanto en el proceso de eriptosis. El proceso biolégico en la formacién de acantocitos
mediada por la formacion de radicales libres en las proteinas de la membrana es

similar en los equinocitos cuando son oxidados por el FeSOa.

(4) Cuerpos de Heinz. La oxidacion de la hemoglobina produce en su
estructura primaria el entrecruzamiento de las uniones disulfuro adjacentes a la cadena
de globina, la cual se distorciona y eventualmente permite la formacion de precipitados
visibles en la porcion interna de la membrana celular de las CRS. El extracto de
acetona EPT fue capaz de inhibir la formacién de estos cuerpos desde el principio de
los experimentos in vitro hasta por 24 dias. Las CRS sin el extracto de acetona
iniciaron la formacion de los cuerpos de Heinz al minuto 30, incrementando su
formacion en los siguientes minutos y dias. El incremento de los precipitados de
hemoglobina se asocié a la distorsion de los eritrocitos en la fase final de la formacion

de los acantocitos, durante el proceso de eriptosis.
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Fig. 28 (a) Comparacion cuantitativa entre CRS totales en
PBS/FeSO, (¢), y CRS en PBS/FeSO,/acetona EPT (o) y el

tiempo. Inserto: Microscopia de luz de CRS normociticas y

normocrémicas a los 5 minutos. HE 40x, bar = 10 um.

(b) Interaccion entre CRS microciticas en PBS/FeSOs () v
CRS microciticas en PBS/FeSQa/acetona EPT (0) y el tiempo.
Tambien CRS macrociticas en PBS/FeSOs (V) y CRS
macrociticas en PBS/FeSOs/acetona EPT (¢). Inserto:
Microscopia de luz de un microcito observado a 180 minutos.

HE 100x, bar = 10 um.

(c) Interaccion entre las CRS en PBS/FeSO4 (+) y CRS en
PBS/FeSQa/acetona EPT (0) y el tiempo. Comparando la
presencia y ausencia de acantocitos. Inserto: Microscopia de
luz de acantocitos. Se observa la formacion de burbujas

(Bebbling) a 120 minutos. In vitro 100x, bar = 10 pm.

(d) Interaccion entre CRS en PBS/FeSOs () y CRS en
PBS/FeSQOa4/Acetona EPT (o) y tiempo. Comparando la
presencia y ausencia de equinocitos. Inserto: Microscopia de
Uz de equinocitos. Formacion de estructuras en forma de
espinas son observadas en la superficie de la membrana

celular a los 180 minutos. HE 100x, bar = 10 um.

(e) Interaccion entre las CRS en PBS/FeSOs (0) y CRS en
PBS/FeSQOa4/Acetona EPT (¢) y el tiempo. Comparando la
presencia y la ausencia de cuerpos de Heinz a diferentes
tiempos. Inserto: Microscopia de Iiz de CRS donde cuerpos de
Heinz se observan en las células a 180 minutos. HE 40x, bar =
10 pum.

Medias + EEM de tres diferentes experimentos, cada uno por
triplicado. Diferencias estadisticas con el analisis de correccion

de Bonferroni *
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Estos datos sugieren que el extracto de acetona EPT inhibié el proceso de
oxidacion de la hemoglobina por un periodo mayor de tiempo (P=0.0001), lo que
permite un mayor tiempo de vida del eritrocito (P=0.0001). Posteriormente, el proceso
de hemodlisis continué y comenzé la formacion de los esquistocitos. Estos cambios
duran mas en el grupo control en el cual la formacion de los cuerpos de Heinz y la

hemolisis tomé menos tiempo (Fig. 27B, 271, y 28e).

(6) Esquistocitos. La formacidén de esquistocitos se observo en el primer dia
de incubacion, esto es debido a la deformacién, formaciéon de burbujas (bebbling) y
separacion de liposomas de la superficie de la membrana celular hasta ser
completamente degradada (Fig. 27D - E). Sin embargo, los esquistocitos se
observarén en las CRS incubadas en el extracto de acetone EPT hasta por 28 dias,
debido posiblemente a que las células mantienen por mas tiempo su membrana celular,
lo que se deduce observando los resultados y graficas en los diferentes experimentos
(Fig. 27K).

VII.6. Dinamica de flujo, cambios cinéticos y morfolégicos de las CRS.
Para evaluar la potencial contribucion del extracto de acetona EPT para inhibir
cualquier cambio morfolégico por la oxidacién de lipidos y proteinas en la membrana
celular, el promedio de flujo de las CRS, adhesién y cambios morfolégicos fueron
cuantificados individualmente por medio de video-imagen en nueve eritrocitos en el
canal de flujo sobre un periodo de 180 minutos. Las CRS incubadas en el extracto de
acetona EPT presentaron mayor tiempo de flujo, a través del canal de flujo, hasta por
180 minutos, comparandolas con las células incubadas solo en PBS/FeSO4, cuyas
células se deshidrataron en menos de 6 minutos. Los cambios morfolégicos, como
seria la formacion de acantocitos y equinocitos, fueron observados y grabados. Las
células incubadas solo en PBS mostraron mayor adhesion y presentdé cambios
morfolégicos y cinéticos muy marcados, observandose a los 5 minutos eritrocitos
microciticos, hipocromicos, globocitos, congregacion y coagulacién. En solucion de
PBS in vivo/vitro, se observan con poca movilidad o estaticos, volviéndose microciticos

e hipocrémicos en 5 minutos. A los 30 minutos y 28 dias existi6 completa hemdlisis
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celular durante los primeros 60 minutos, a diferencia de aquellas incubadas con el
extracto de acetona EPT que no se adirieron unas a otras durante los 120 minutos del
experimento, y en algunos casos las células permanecieron separadas unas de otras
hasta por 48 horas (datos no determinados) (Fig. 29A - J, Grafica 5) sin cambios

mayores en su morfologia.

Fig. 29. Cambios morfolégicos representativos de un eritrocito in vitro posterior a la exposicion en extracto de acetone EPT a
100 mg/L. en un lapso de tiempo de 180 minutos en el canal de flujo. La eriptosis se retardo comparandola con una célula del
grupo control (no mostrada). (A) normocito, (B) inicio de la fase I, (C) inicio y crenacion de la fase Il, (D) formacién de acantocito
y bebbling en la fase II, (E) equinocito en el inicio de la fase Ill, (F, G, and H) inicio d la formacion de vesiculas apoptoticas y
disrupcion de la membrana celular, (1) formacién de esquistocitos, y (J) esquistocitos y lisis celular.

Es particularmente notable en este experimento, lo que sugiere que las CRS
mantienen sus caracteristicas morfolégicas y micro-reolégicas en las concentraciones
micromolares en la que se utilizé el extracto de acetona EPT. Esto podria deberse a
que no existe oxidacion de lipidos o proteinas en la membrana celular de las CRS, por
lo tanto no hay deshidratacion ni crenacion, lo que reduce la deformacién celular y la
viscosidad de su superficie, manteniendo su elasticidad y movilidad en el canal de flujo.
Sin embargo, la vida media del eritrocito con o sin el extracto continuara su proceso de
eriptosis, de aqui que poco a poco la célula perdera sus propiedades biolégicas y

finalmente el eritrocito sera lisado.
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Cinética del Eritrocito con y sin Extracto de

Tejocote
6 —
g 5
= 4] —e— Ext+++ FeSO4
E; —=— Ext+FeS0O4
3 .
3 PBS
527 PBS/FeSO04
S 1
o
O T T T 1 T T T T T 1
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Tiempo (0-30 min. y 28 dias)

Grafica 5. Cinética y cambios morfologicos en el eritrocito con y sin extracto de tejocote: 5. Movilidad alta, normocitico,
normocrémico; 4. Movilidad media, normocitico, normocrémico, espinocito, estomatocito, dacriocito; 3. Movilidad baja,
normocitico, hipocrémico; 2. Movilidad nula, microcitico, hipocrémico, anisocitosis, poiquilocitosis, 1. Movilidad nula, microcitico,
hipocrémico, cambios morfologicos; 0. Movilidad nula, cambios morfolégicos, hemélisis celular. (Resultados de 8 experimentos)

VII.7. Analisis del eritrocito por electroforésis en geles de SDS-PAGE. El
patron de bandas de algunas proteinas del citoesqueleto de las CRS se tifieron e
identificaron en los geles de SDS-PAGE. La intensidad de tinciéon de las bandas se
observaron en casi todos los diferentes tiempos de incubacion de las CRS y con las
diferentes concentraciones del extracto de tejocote. El analisis cualitativo mostré que
algunas bandas mantienen su intensidad de tincibn en relacion a la mayor
concentracion del extracto de acetona EPT. En estos experimentos siete bandas
principales se observaron al dia 1 del experimento (Fig. 30).

La intensidad de color y el tamafio de algunas bandas se mantuvieron durante
mayores periddos de tiempo y con mayor concentracion del extracto, lo que sugiere un
efecto protector antioxidante del extracto de acetona EPT en las proteinas del
citoesqueleto de las CRS. Estas observaciones estan relacionadas a los cambios
observados en el curso del tiempo de incubacién, en donde a mayor concentracioén del
extracto es menor la lesion a las CRS. Esto soporta el hecho de que el citoesqueleto
celular es protejido contra el dano oxidativo inducido por el FeSO4, por lo tanto, las
células mantienen su morfologia y caracteristicas reolégicas sobre un mayor periodo de

tiempo.
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Fig. 30. Andlisis de la caracterizacion y mapeo del patrén molecular de las proteinas presentes en eritrocitos a diferentes
tiempos de incubacion con extracto de acetona de Crataegus mexicana a 100 ppm. Se observa que el nimero de bandas, la
intensidad de tincion y grosor de algunas bandas se conservan durante mayor tiempo (flechas gruesas de color), mientras que
otras bandas aparecen con el tiempo (cabeza de flecha). Geles de SDS-PAGE al 10%. En todos los experimentos se utilizo la
misma cantidad de eritrocitos (células totales) en el dia 0 (35 ug/5 pL por linea, y subsecuentemente 5 ul por linea).

Tabla 20. Distribucion de las bandas y patron molecular de las proteinas en las CRS con y sin el extracto
de acetona EPT a diferentes tiempos.

s Tiempo de incubacion
:3 1h dia 6 dia7 dia 9 dia 13 dia 19 dia 27 Dia 28
g c E [ E c E c E c E [ E c E c E
banda 1 +t +t +++ +4 +4 ++ + + += +- + + +
Banda nueva + - + - +-
banda 2 44 4t +++ +4++ +44 +++ +++ +++ +- + - +-
banda 3 Py ot ot ey ot +ht + +ht +- ++ - -
banda 4 4 44 44 +44 +44 44 + ++ ++ ++
banda 5 +t +t +++ +4 +4 ++ ++ ++ += ++ + ++
Banda nueva + + - +-
Banda nueva *
banda 6 + + + + + + - + - -+ - -+ - +-
Banda nueva +- + . +
banda 7 +t +t +++ +4 +4 ++ ++ ++ ++ +4 ++ ++ ++ ++ ++ ++
Banda nueva ++ ++ ++ ++

Valores son el nimero de bandas en las CRS indicadas en cada caso.

* Moléculas clasificadas de acuerdo al tamano y a la intensidad de la banda, como se describe en material
y métodos.

C = control CRS/PBS, E = experimental CRS/HPE

n=3

El patréon de las bandas se compar6 entre las CRS en PBS, y las CRS en el
extracto de acetona EPT, en un intento por determinar los efectos protectores

antioxidantes dependientes del tiempo en las proteinas del citoesqueleto. El patron de
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bandeo de algunas proteinas se observardén en algunos casos hasta el dia 28 si las
proteinas de las CRS se incubaron con el extracto de acetona EPT, en comparacion las
proteinas en el grupo control sin el extracto fueron degradas en menor tiempo, y
algunas de ellas en algun punto de la incubacion desaparecieron (Fig. 31). Debido a
que el patréon de las bandas fue constante en cada una de las concentraciones, solo
mostramos el patréon de las bandas con el extracto de acetona EPT a una

concentracion de 100 mg/L. Estas observaciones fueron cuantificadas (Tabla 20).
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Fig. 31. Determinacién de las proteinas de membrane en las CRS en un gel representative de SDS-PAGE tefiido con azll de
coomassie brilliant blue R250. Diferencias y variabilidad en el patron molecular (flechas) entre diferentes concentraciones del
extracto de acetone EPT al dia 7 (canal 1- CRS control, canal 2- PBS/FeSQs, canal 3- CRS/EPT 10 mg/L, canal 4- CRS/EPT 30
mg/L, canal 5- CRS/EPT 50 mg/L, canal 6- CRS/EPT 100 mg/L), y dia 14 (canal 7- CRS/EPT 10 mg/L, canal 8- CRS/EPT 30
mg/L, canal 9- (CRS/EPT 50 mg/L), canal 10- CRS al dia 1. Un uL por canal de acuerdo a material y métodos. MW= marcador
de peso molecular.

Singh y Rajini (2008), en un experimento similar, mostraron la actividad
protectora antioxidante contra el ascorbato ferrosos utilizando extracto de piel de papa
en diferentes concentraciones, pero no determinaron cambios dependientes del tiempo
de incubacién. Esto hace mas claro que incubar a las CRS en extractos que contengan
polifenoles mejora el efecto antioxidante sobre las proteinas del citoesqueleto celular.
Algunos pro-oxidantes como el H202, Fezxt+-ascorbato y el AAPH son capaces de

inducer alteraciones en la membrana del eritrocito, disminuyendo las proteinas del
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citoesqueleto que generan una serie de cambios en la morfologia y propiedades
reologicas de las células (Battistelli y cols., 2005; Srour y cols., 2000). En el presente
trabajo de investigacion, el uso del pro-oxidante FeSO4 es responsable del ataque
oxidativo, induciendo estos cambios y la subsecuente fragmentacion no enzimatica de
las proteinas y la deformacién de la membrana, pero es importante mencionar que el
extracto de acetona EPT de C. mexicana es capaz de proteger a las células rojas de la
sangre contra el dafio oxidativo, disminuyendo los cambios morfolégicos y retrazando

el proceso de eriptosis y la hemdlisis.

92



VIIl. DISCUSION

El tejocote Crataegus mexicana es una fuente natural de antioxidantes
polifendlicos (Garcia-Mateos y cols., 2012). Los estractos de acetona derivados de
Crataegus mexicana fueron capaces de inhibir el estrés oxidativo inducido por el pro-
oxidante FeSO4 en las CRS. Esto se demostrd y confirmo por el analisis de TBARS, las
evidencias en la morfologia celular y el patron de las proteinas en los geles de
electroforesis usando diferentes concentraciones del extracto. Los resultados con
TBARS mostraron una relacién directa, con bajas dosis del extracto de acetona EPT
para inhibir la formacion de MDA, durante la peroxidacion lipidica inducida por el FeSOa4
en las CRS. Estos resultados son similares a los demostrados en previos estudios
utilizando homogeneizados celulares del cerebro de rata (Méndez y cols., 2013).

El FeSOs4 induce lesiones en la membrana celular, hemdlisis y cambios
morfolégicos en las CRS. Sin embargo, con la presencia a diferentes concentraciones
del extracto de acetona EPT se inhibieron estos cambios y dafos celulares,
extendiendo la vida media del eritrocito bajo las condiciones experimentales utilizadas.
Los cambios morfologicos asociados con el proceso de eryptosis se retardaron durante
el tiempo que durd el experimento. Las células crenadas, los acantocitos y equinocitos
se observaron por mayor periodo de tiempo, antes de presentarse el proceso de
hemodlisis y que la formaciéon de esquistocitos se llevara a cabo, lo que indica un retardo
en la eriptosis. Esta proteccion otorgada por el tejocote se observe durante las primeras
24 h del experimento, comparandolo con el grupo control en donde la eriptosis y la vida
media del eritrocito son significativamente mas rapidas.

Zhu y cols. (2005) determinaron el efecto antioxidante protector en ratas que
consumieron cocoa inhibiendo la hemdlisis de los eritrocitos hasta por 240 minutos en
diferentes concentraciones, sugiriendo que algunos polifenoles se unen a la membrana
de los eritrocitos. Nuestro estudio también demostro la inhibicidon por largos periodos de
tiempo de los cambios morfolégicos y la hemdlisis inducida por el FeSOa4, con
diferentes concentraciones hasta por 28 dias. Estos resultados confirman el hecho de
que los polifenoles en el fruto de tejocote mejoran el efecto protector antioxidante en las

CRS, actuando de manera interactive en la bicapa lipidica de la célula.
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Los cambios en el numero, movilidad relativa e intensidad de tincién en las
bandas de las proteinas observadas en los geles de electroforésis indican que las
proteinas del citoesqueleto son susceptibles de ser oxidadas por el pro-oxidante FeSO4
durante la vida del eritrocito bajo las condiciones experimentales. Aun mas, las CRS
incubadas con las diferentes concentraciones del extracto de tejocote mostraron un
mayor numero de bandas y la conservacion de las bandas y la intensidad de tincion fue
mas intensa en algunas proteinas durante los diferentes tiempos del experimento. Esto
podria indicar que el extracto de tejocote contribuye de alguna manera en la inhibicion
de la oxidacidon de proteinas por un mayor periodo de tiempo, probablemente
protegiendo los grupos —SH de las proteinas contra la oxidacion. También pueden
inhibir la habilidad de la proteasas de degrader formas oxidadas de otras proteinas, y
por lo tanto incrementar la resistencia celular al estrés oxidativo (Asgary y cols., 2005).

El retraso en la oxidacion de proteinas y su polimerizacién tienen una relacion
en la estabilidad y la morfologia del eritrocito. La membrana bilipidica y la estabilidad de
las proteinas podria estar relacionaa a las concentraciones de antioxidantes presentes
en el extracto de acetona EPT de Crataegus mexicana, reduciendo la deshidrataciéon
celular, la pérdida de K y otros cambios osméticos (Wandersee y cols., 2005). Esta
proteccion en las proteinas del citoesqueleto se relaciona a la mejor forma y tamario del
eritrocito, comparandolo con aquel sin extracto de tejocote de Crataegus mexicana. La
reduccion que se observd en el numero e intensidad del patron de las bandas, podria
estar relacionado al incremento de la proteolisis o la inestabilidad de las bandas, lo que
no seria considerado totalmente cierto dadas las observaciones que fueron similares en
todos los experimentos con las CRS, comparandolas con las CRS con o sin el extracto
de acetona EPT. La fisiopatologia de estos cambios debera ser determinada en futuros
estudios utilizando antioxidantes purificados.

La deformacioén de las CRS es un factor importante en la reologia de la sangre
(Bronkhorst y cols., 1995; Dupire y cols., 2012) y esta relacionado a propiedades
importantes de las células, flujo sanguineo y enfermedades de la sangre. La
deformacion es el resultado de diferentes propiedades mecanicas y geométricas de las
CRS, y es determinante para la estabilidad de los lipidos de la membrana y las

proteinas del citoesqueleto de la célula. La consecuente disrupcion del citoesqueleto de
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la membrana por cualquier proceso oxidativo podria ser el responsable de la formacién
de las burbujas (bebbling) en las CRS (Liu y cols., 2012; Spangler, 2011). Ademas, el
estrés hidrodinamico y la oxidacion de proteinas y fosfolipidos también puede inducir
cambios morfologicos y reoldgicos en la célula. Los extractos de acetona de Crataegus
mexicana fueron capaces de inhibir el estrés oxidativo, manteniendo la integridad
estructural y la morfologia de las células, con menos cambios y dafios en la morfologia
del eritrocito bajo las condiciones experimentales. El extracto de acetona EPT retarda
el proceso de eriptosis, asi como la formacion de células crenadas e incrementando la
velocidad de flujo del eritrocito, contribuyendo a la movilidad de la célula y evitando el
costoso gasto energético por oxidacion y la deformacién, manteniendo la forma y la
elasticidad celular. Esto podria deberse a la presencia de metabolitos antioxidantes en
el extracto de acetona EPT. Esta propiedad del tejocote podria utilizarse para contribuir
a evitar la adhesion de los eritrocitos y la vasooclusidn en el torrente sanguineo
presentes en muchas enfermedades de la sangre, y para inhibir la lipoperoxidacion de
las biomembranas que pueden inducir un dafo por la reperfusion isquémica,
inflamacion y envejecimiento.

Por otro lado, es bien conocido que los equinocitos se forman a los 3 6 4 dias
en sangre total mantenida a 4° C, y a las 24 horas en sangre incubada a 37° C
(Brecher y Bessis, 1972), pero con el extracto de acetona EPT, las células crenadas,
los acantocitos y equinocitos se formaron tardiamente. Comparandolas con el grupo
control y la forma de la membrana celular, se mantuvo hasta por 28 dias mostrando la
inhibicion estos cambios morfolégicos. Posiblemente, el proceso oxidativo en las
células se inhibe por los antioxidantes presentes en el extracto, que mantienen la
morfologia de la célula y su vida media reduciendo el proceso de eriptosis.

La disminucion de la lesién en las CRS fue demostrado en nuestro estudio,
siendo similar a lo reportado por Baek y cols. (2012) en cuyos de guinea sometidos a
una terapia con haptoglobina. Se debe considerar que el extracto de tejocote es un
producto natural que puede ser consumido regularmente por el ser humano en
condiciones de salud y enfermedad. Wautier y cols. (1981) mencionaron el incremento
de la adhesion de los eritrocitos en células endoteliales en pacientes con diabetes

mellitus y su relacion con complicaciones vasculares, por lo tanto, la aplicacion
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nutraceutica del tejocote Crataegus mexicana podria inhibir la adhesion, manteniendo
la membrana celular de la CRS de ser oxidada por los radicales libres.

Los resultados de este trabajo concuerdan ampliamente con reportes previos
publicados relacionados a la capacidad anti-oxidante de otras frutas y extractos
vegetales, como es la cascara de tejocote, extractos de cocoa, y aceites de semillas.
Una amplia variedad de evidencias implica al estrés oxidativo en la patogénesis de
muchas enfermedaes de las células de la sangre, alterando su tiempo de vida,
acortando el proceso de eriptosis e incrementando el proceso de hemolisis. Este
proceso podria también ser resultado de una respuesta sistémica inflamatoria. Por lo
tanto, la hipotesis planteada en este trabajo esta de acuerdo en que el tejocote tiene
efectos protectores en la morfologia y vida media del eritrocito, debido posiblemente a
la presencia y accion sola o en conjunto de moléculas antioxidantes en el extracto de
acetona EPT. Estos resultados estan relacionados al consumo de tejocote en México y
otros paises desde tiempos remotos, para tratar enfermedades de la sangre y
sistémicas. Sin embargo, muchas de estos compuestos y su interaccién permanece por

ser explorada experimentalmente.
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IX. CONCLUSIONES

De cada 500 g de tejocote (Crataegus mexicana) se obtuvo un total de 38.8 g de
epidermis liofilizada. De 30 g de muestra bioldgica se obtuvieron 2.222 g de
extracto de acetona. De esta manera por cada kilogramo de fruta se obtienen 67.62
g de epidermis seca y a su vez 4.44 g del extracto de acetona (acetona EPT). El
total de polifenoles en 2.222 g de epidermis seca fue de 0.68 + 0.001 mg. El ICso0

para reducir radicales libres fue de 15.26 + 0.20 mg/L.

La epidermis liofilizada de tejocote Crataegus mexicana a una concentracion de
100 mg/L, inhibe la lipoperoxidacion en los eritrocitos humanos en un 47.91%,
utilizando la técnica de TBARS.

El extracto de tejocote de Crataegus mexicana, retarda las alteraciones
morfolégicas durante la eriptosis in Vitro y ex Vivo y ofrece una proteccion
significativa de la membrana celular inferida por la conservacion de sus

caracteristicas morfoldgicas y reoldgicas hasta por 28 dias.
Los experimentos mostraron un patron molecular en geles de electroforésis

constante, observandose que algunas proteinas con el extracto de acetona se

conservan a diferentes concentraciones y tiempos de incubacion.

97



X. PERSPECTIVA

Existe la necesidad de identificar compuestos nuevos y mas efectivos en
muchas frutas de consumo tradicional, como las que se consumen en la gastronomia
mexicana, y como actuan sus constituyentes en contra del estrés oxidativo en las
células, tejidos y enfermedades del ser humano. La variedad de frutas y sus partes en
la inhibicién y remosién de ERO y radicales intermedios en sus diferentes formas,
conlleva el continuar la purificaciéon de antioxidantes en frutas mexicanas y determinar

sus mecanismos de accidn en lipidos y proteinas de las células rojas de la sangre.
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Xll. GLOSARIO DE TERMINOS

Aducto. Es la adicion de un reactivo en los extremos de un sistema conjugado. Los
dienos conjugados producen aductos 1,4 cuando se tratan con electrdfilos.

Deletéreo. Substancia que es nociva o perjudicial.

Deshidratacién celular. Causado por la pérdida de K+ intracelular y por consiguiente
la salida osmética de agua intracelular.

Electronegatividad. Esta ligada a la polaridad de un atomo, el atomo atrae electrones
al nucleo (Fl, O).

Enol. Alcohol vinilico (eno + ol) que esta en equilibrio con un compuesto carbonilo.
Compuestos acuosos intermediarios de una reaccion con un grupo —OH unido a un
carbono vinilico.

Enolizado. Formacién de un enol.

ERO. Especie Reactiva de Oxigeno

Escramblasa. Enzimas traslocadoras de fosfolipidos

Fenol. Nombre genérico del hidroxibenceno, Compuestos que tienen grupos hidroxilos
unidos a anillos aromaticos.

Formaldehido. Es un gas flamable que a temperatura ambiente tiene un olor sofocante
muy picante. Es muy soluble en agua, alcohol y éter. Se combina con varias
sustancias y polimeriza facilmente.

Formol 6 formalina. El uso de formol en solucion acuosa como fijador de eleccion, fue
utilizado por Tillant en 1892 y Blunt en 1893. Es un agente reductor organico que
proviene del formaldehido (gas). Forma enlaces entre cadenas proteinicas
adyacentes, principalmente a los grupos amino, imino, amido, péptido, guanidilo,
hidroxilo, carboxilo, sulfhidrilo, y anillos aromaticos, pero no las precipita. Conserva
las grasas y lipidos complejos, pero no asi en grasas neutras. Se prepara solo (10%)
o amortiguado con fosfato de sodio monobasico y dibasico.

Hematoxilina-Eosina (HE). Técnica de tincién histolégica descubierta por Wilhem
Waldeyer en 1863, quien utilizo la fucsina y extracto de palo de Campeche
(hematoxilina). Posteriormente la combinacion de HE fue perfeccionada por Carl
David Wilhem Busch en 1877, por Renalt en 1879, y por William Stirling en 1881. La
hematoxilina (Hematoxilon campechianum) es un colorante basico natural, y la Eosina
es un colorante acido.

Malondialdehido.

a TBA. Acido tiobarbiturico: 2-thioxodihydropyrimidine-4,6(1H,5H)-Dione: C4HsN202S.
Es un compuesto organico y un heterociclico.

b El MDA forma un aducto 1:2 con el TBA y forma lo siguiente:
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Polar. Propiedad de las moléculas que representa la separaciéon de las cargas
eléctricas en la misma. Esta intimamente relacionada con otras propiedades como la
solubilidad, el punto de fusion, el punto de ebullicion, las fuerzas intermoleculares,
etc. El NaCl es muy buen ejemplo de una molécula polar, y por eso puede disociar
con el agua, el cual a la vez es sumamente polar. El agua, por ejemplo, es una
molécula fuertemente polar ya que los momentos dipolares de los enlaces dispuestos
en "V" se suman ofreciendo una densidad de carga negativa en el oxigeno y dejando
los hidrégenos casi sin electrones.

Solucion Polar o disolvente polar. Solo disuelve otras sustancias polares y un
disolvente apolar solo disuelve sustancias apolares, "semejante disuelve a
semejante”.

No polar con no polar
-) n-hexano Carotenos
Dicloroetano
Acetato etilo Polifenoles
Acetona Triterpenos
Polaridad Etanol CH3-CH,-OH
Metanol CH;OH Antocianinas
Agua H.O Flavonoides
Glucosilados
(+) Flavonoides
Polar con polar

Tamano celular. Dimension o medida de la célula por su longitud, altura o anchura.
Cuando se miden dos dimensiones se refiere a la superficie de la célula.

Tonicidad celular. Capacidad del eritrocito de contraerse parcialmente, de manera
pasiva y continua. Se asocia a la reologia entre el esfuerzo y la deformacién celular,
cuando la célula fluye en la sangre. Se asocia a la elasticidad reversible del eritrocito.

Volumen celular. Tamafo de la célula en tres dimensiones, determina la forma del
eritrocito de acuerdo a la elasticidad de su membrana.
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ABREVIACIONES

CRS  Células Rojas de la Sangre
EPO  Eritropoyetina

EPT  Extracto de Piel de Tejocote
ERO  Especie Reactiva de Oxigeno

g gramo
GSH  Glutation reducido
L Litro

LPO  Lipoperoxidacion

MDA  Malondialdehido

mg miligramo

ug microgramo

NADH Enzima Nicotinamina Adenin Dinucleétido Reducido

NADP  Enzima Nicotinamina Adenin Dinucleétido Fosfato

NADPH Enzima Nicotinamina Adenin Dinucleétido Fosfato Reducido

PBS  Phosphate Buffer Saline (Solucién amortiguada de sales de fosfato)

PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Gel de electroforésis de poliacrilamida)
ppm  Partes por millén

PUFA  Acidos grasos poli-insaturados

Redox Reaccion de 6xido-reduccion

SDS  Duodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE, gel de electroforesis de duodecil sulfato de sodio)
TBA  Acido tiobarbitrico

UATx  Universidad Autbnoma de Tlaxcala

Bcl-X.  Proteina antiapoptética

110



XIll. ANEXOS
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XIV. PUBLICACIONES Y CONGRESOS

113



114



