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Resumen: Dentro de la gastronomía mexicana, El tejocote Crataegus mexicana es una fruta 

tradicional que se usa para tratar algunas enfermedades y malestares físicos. Estudios han 

mostrado que extractos de acetona derivados de la cáscara del tejocote (acetona EPT) posee un 

contenido químico con una fuerte actividad antioxidante en modelos y en sistemas biológicos 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 daño oxidativo in vitro. La actividad antioxidante fué determinada en términos de su 

efecto contra el daño oxidativo por la técnica de TBARS, los cambios morfológicos por 

microscopía de luz y el patrón de las bandas por análisis de electroforésis de las proteínas de las 

células rojas de la sangre (CRS). Se seleccionó el FeSO4 para inducir la peroxidación de los 

lípidos de la membrana celular en CRS humanos y en las proteínas 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 ácido galico por gramo. El atrapamiento de DPPH fue calculado por su IC50 in 

15.26 + 0.20 mg/L. La mayor inhibición en la formación del TBARS por el extracto de acetona 

EPT fue de 16.78 + 0.33 mg/L. El extracto de acetona EPT retarda las alteraciones morfológicas 

durante la eriptosis del eritrocito. El patrón de las bandas por la técnica de electroforésis mostró 

que algunas proteínas no se alteran cuando son incubadas durante largos periodos en el extracto 

de acetona EPT. Además se encontró que el extracto de acetona EPT ofrece una protección 

significativa a la membrana del eritrocito contra el daño oxidativo hasta por 28 días. En 

conclusión, el extracto de acetona EPT es capaz de proteger a los eritrocitos contra el daño 

oxidativo y los cambios morfológicos, actuando como un fuerte antioxidante. 
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I. INTRODUCCIÓN    

  

La nutrición es el conjunto de procesos fisiológicos en donde los alimentos 

ingeridos se trasforman y se asimilan, incorporándose al organismo. El deterioro del 

estado nutricional promueve la aparición de problemas de malnutrición (Mataix, 2009). 

La malnutrición se asocia a la exposición de oxidantes moleculares que generan 

especies reactivas de oxígeno (ERO) (Mata y cols., 2008). Las ERO son capaces de 

producir cambios a nivel celular como es la peroxidación lipídica o lipoperoxidación 

(LPO) lo que genera cambios en la fluidez y permeabilidad de las biomembranas, 

comprometiendo la función de receptores, canales iónicos y proteínas que pueden 

producir la muerte celular y daño a los tejidos. La LPO se asocia al desarrollo de 

procesos patológicos y enfermedades crónico-degenerativas, inflamación, daño post-

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

 

Los antioxidantes presentes en frutas y vegetales comestibles protegen de los 

efectos del estrés oxidativo. Esto podría ser debido al efecto protector de compuestos 

antioxidantes específicos o de una acción sinérgica de los diferentes antioxidantes 

presentes en los alimentos. Algunos antioxidantes presentes en frutas y vegetales son 

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

 

El Tejocote (Crataegus mexicana) es una fruta tradicional que se utiliza en la 

gastronomía y herbolaria mexicana. Ésta variedad de tejocote ha sido poco estudiada 

en relación a sus beneficios clínicos (Arrieta y cols., 2010; Andrade-Cetto y cols., 2005) 

y solo un estudio se ha reportado en relación a la composición fitoquímica de sus flores 

(García-Mateos y cols., 2012). Se ha mostrando la presencia de polifenoles como son 

la quercetina 3-O-glucósido, quercetina 3-O-ramnósido, quercetina 3-O-ramnosil-

(1→2)-[ramnosil-(1→6)]-glucósido, y quercetina 3-O-ramnosil-(1→6)-glucósido (rutina), 

así como la acción antioxidante de extractos con acetona y metanol de la cáscara de 

tejocote (Méndez y cols., 2013). Sin embargo, se conoce poco sobre cuáles son estos 

metabolitos, ni la composición de los polifenoles en la cáscara 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 daño oxidativo y toxicidad en biomembranas, además de ser una 

muestra fácil de obtener y preparar, representan un modelo celular simple por no 

contener núcleo ni organelos. Los eritrocitos son susceptibles al estrés oxidativo, 

debido a su función como transportadores de oxigeno, su elevado contenido de ácidos 

grasos poliinsaturados (PUFA) en la membrana, y por contener una elevada 

concentración de hemoglobina intracelular que pueden actuar como promotores de 

procesos oxidativos, como es el caso de la lipoperoxidación, lo que conlleva a un daño 

en la membrana celular, el citoesqueleto y cambios fisiopatológicos en diferentes 

enfermedades sanguíneas, así como cardiovasculares (Singh y Rajini, 2008), además 

de la hemólisis. 

 

El estrés oxidativo en las células rojas de la sangre (CRS) induce daños en las 

proteínas del cito-esqueleto (Dean y cols., 1997), y en los fosfolípidos de la membrana 

celular (Kowalczyk y cols., 2012), causando de forma directa o indirecta cambios 

morfológicos y micro-reológicos (Hebbel y cols., 1990), lo que genera una eriptosis 

prematura (Kempe y cols., 2006; Lang y cols., 2006). Estos cambios están involucrados 

en la patogénesis de numerosas enfermedades de la sangre, incluyendo diferentes 

tipos de anemias, desordenes vasculares, cuagulopatías 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 están involucradas en otro tipo de 

enfermedades crónicas (Kowalczyk y cols., 2012). 

 

La técnica de TBARS (Substancias Reactivas al Ácido Tiobarbitúrico) es 

utilizada para determinar y monitorear la peroxidación lipídica, siendo ésta el mayor 

indicador de estrés oxidativo. Debido a que hay otras fuentes de malondialdehído, ésta 

técnica no es completamente específica para la peroxidación de lípidos. Sin embargo, 

es ampliamente utilizada para determinar y monitorear la actividad de substancias 

oxidantes y antioxidante en drogas, productos alimenticios, tejidos biológicos tanto de 

humanos como de animales (Janero, 1998; Callaway, 1998). Su aplicación en 

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

diagnóstico clínico (Estepa y cols., 2001). 

 

Los tejidos y muestras biológicas contienen productos libres derivados del 

estrés oxidativo, como los hidroperóxidos lipídicos y aldehídos (como el 

Malondialdehído [MDA]), que reaccionan con el TBARS formando aductos cromógenos 

y fluorescentes de MDA-TBA (Malondialdehído-Ácido Tiobarbitúrico) muy estables, que 

pueden cuantificarse por espectrofotometria de absorción UV o por fluorometría (Kwon, 

1964). En la membrana celular bi-lipídica del eritrocito se puede producir oxidación por 

las ERO, y la formación del MDA puede ser medido y determinado debido al estado 

alterado de oxidoreducción 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 (Cañas y cols., 1988; Aebi y cols., 1968), 

menor nivel de la super-óxido dismutasa (SOD) (Lynch y cols., 1976), y la glutatión 

peroxidasa reducida (GPR) (Van Asbeck y cols., 1985), lo que hace que éstas células 

sean atrapadoras móviles de radicales libres. 

 

Se ha demostrado en estudios previos (Méndez y cols., 2013) la capacidad 

antioxidante del tejocote Crataegus mexicana, al inhibir la lipoperoxidación en células 

de cerebro de rata in vitro. Para profundizar en la potencial interacción del eritrocito con 

los antioxidantes encontrados en frutas mexicanas, el propósito de este trabajo fue 

valorar, in vitro, la capacidad antioxidante de los extractos derivados de la cáscara de 

tejocote (Crataegus mexicana) en la inhibición de la lipoperoxidación y los cambios 

morfológicos en la membrana del eritrocito humano durante su lapso de vida. La 

hipótesis de éste estudio es que la peroxidación lipídica en la membrana del eritrocito 

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

 

1. ESTRÉS OXIDATIVO. 

El oxígeno (O2) es fundamental para el metabolismo y la sobrevida de los 

organismos aeróbicos, sin embargo, en ciertas condiciones se ha asociado con efectos 

tóxicos de algunos tejidos (Cañas y cols., 1988). De manera habitual el O2, se 
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encuentra en su forma más estable con los electrones que forman el enlace (p), 

antienlazante con el mismo espín, y se le conoce como en estado triplete. Sin embargo, 

por razones puramente químicas, enzimáticas o por efecto de las radiaciones 

ionizantes, se pueden producir una serie de especies químicas o substancias 

prooxidantes (moléculas o radicales libres altamente reactivos), que son capaces de 

dar lugar a múltiples reacciones con otros compuestos presentes en el organismo, que 

llegan a producir daño celular. 

En 1956 Harman describe la teoría del estrés oxidativo (Konisberg, 2008). El 

estrés oxidativo se define como la exposición de la materia viva a diversas fuentes que 

producen la pérdida del balance entre radicales libres y los antioxidantes encargados 

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

 

1.i.  Radicales libres 

Desde el punto de vista químico los radicales libres son átomos o grupos de 

átomos cargados o no, que en su estructura atómica tienen un electrón desapareado o 

impar en su último orbital, por lo que son muy reactivos, ya que tienden a sustraer un 

electrón de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad electrónica (Se 

identifican con un punto situado a la derecha del símbolo, ej: H˙ = radical libre del 

hidrógeno). Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrón que necesita 

para aparear su electrón libre y estabilizar su molécula, la molécula estable que se le 

cedió se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electrón desapareado, 

iniciándose una reacción en cadena que desestabiliza la organización molecular. 

(Geronikaki y Gavalas, 2006). 

La vida media biológica de un radical libre es de microsegundos, pero tiene la 

capacidad de reaccionar con todo lo que esta a su alrededor provocando un gran daño, 

destruyendo moléculas y membranas celulares. Desde el punto de vista químico, 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 oxidación, produciendo daño 

celular (oxidativo) al interactuar con las principales biomoléculas del organismo. Los 

radicales libres del oxígeno no son deletéreos, nuestro organismo los produce en forma 
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moderada para combatir bacterias y virus, tienen una función fisiológica en el 

organismo, como la de participar en la fagocitosis, favorecen la síntesis de colágeno y 

de prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular, disminuyen la síntesis de 

catecolaminas por las glándulas suprarrenales, modifican las biomembranas y 

favorecen la quimiotaxis. Existen radicales libres y otras especies no radical, que 

participan en reacciones que incrementan la concentración de agentes prooxidantes, y 

se conocen como Especies Reactivas de Oxígeno (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 oxígeno que son agentes oxidantes y/o son fácilmente 

convertidas a radicales. Las ERO, juegan un papel importante en la fisiopatología de 

muchas enfermedades. El estrés oxidativo se refiere a un desequilibrio entre la 

generación de ERO sobre las defensas naturales, enzimáticas y no enzimáticas, 

produciendo alteraciones transitorias o definitivas de la relación estructura-función en 

los niveles de organización celular. Las principales especies reactivas del oxígeno 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 producción de radicales libres tenemos a los neutrófilos, 

monocitos, macrófagos, eosinófilos y las células endoteliales. Las enzimas oxidantes 

involucradas son la xantin-oxidasa, la indolamin-dioxigenasa, la triptófano-dioxigenasa, 

la mieloperoxidasa, la galactosa oxidasa, la ciclo-oxigenasa, la lipo-oxigenasa, la 

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

 

2. ESTRÉS OXIDATIVO Y ENFERMEDADES METABÓLICAS 

Los transtornos metabólicos y las enfermedades crónico-degenerativas, se han 

asociado con problemas de estrés oxidativo (Palmieri y cols., 2006). Los tejidos más 

estudiados son: el sistema nervioso, el sistema vascular, el riñón, páncreas, hígado,  la 

retina y la piel (Buddi y cols., 2002). En estudios clínicos, el estrés oxidativo aumenta 

con la edad (Salvolini y cols., 2006), en procesos inflamatorios como la artritis (Nagler y 

cols., 2003), en terapias con radiación ionizante (De la Cal y cols., 2006), y son 
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responsables de patologías crónicas, incluyendo el cáncer y alteraciones 

neurodegenerativas (Buddi y cols., 2002), y la hipertensión arterial esencial (HTA) 

(Touyz, 2005). 

 

Oxidante Descripción 
Anión Superóxido (O2˙ˉ) Oxigeno con un electrón de más en un orbital. Estado de reducción de un electrón 

de O2, formado en muchas reacciones de autooxidación y por la cadena de 
transporte de electrones. Es poco reactivo, pero puede liberar Fe2+ de proteínas 
ferrosulfuradas y de la ferritina. Sufre dismutación para formar H2O2 
espontáneamente o por catálisis enzimática y es un precursor para la formación de 
HO˙ catalizado por metales. Son producidos por los fagocitos y en reacciones de 
autoxidación (ciclo redox de las flavoproteínas) y generadas por oxidasas (proteínas 
heme) 

Radical hidróxilo  (HO˙) Estado de reducción de tres electrones, formado por la reacción de Fenton y la 
descomposición de peroxinitrito. Extremadamente reactivo, ataca la mayoría de los 
componentes celulares. El radical perhidroxido es una forma protonada de O2˙ˉ 

Peróxido de hidrógeno (H2O2) Estado de reducción de dos electrones, formado por la dismutación de •O2- o por 
reducción directa de O2. Soluble en lípidos y por ende capaz de difundirse por 
membranas. Se amplifica por la presencia de proteínas heme. 

Oxígeno singulete  (1O2) Oxigeno singulete 
Óxido Nítrico  (NO) Molécula altamente inestable en el aire ya que se oxida rápidamente en presencia 

de oxígeno convirtiéndose en dióxido de nitrógeno. 
Peróxido   (ROO˙) 
Alcóxido   (RO˙) 

Radicales orgánicos centrados en oxígeno. Formas lipídicas (LOO) participan en 
reacciones de peroxidación de lípidos. Producido en presencia de oxígeno por 
adición de radicales a dobles enlaces o eliminación de hidrógeno. 

Hidroperóxido orgánico          (ROOH) Formado por reacciones de radicales con componentes celulares como lípidos y 
nucleobases por pérdida de hidrógenos. 

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

Ozono   (O3) Molécula altamente reactiva capaz de generar radicales libres de diversos átomos 
como halógenos, nitrógeno, azufre y O2, todo esto catalizado por rayos de alta 
energía como los UV. 

Ácido hipocloroso                    (HOCl) Formado a partir de H2O2 por la mieloperoxidasa. Soluble en lípidos y altamente 
reactivo. Rápidamente oxida constituyentes de proteínas, incluyendo grupos tiol, 
grupos amino y metionina. 

Peroxinitrito            (OONOˉ) Formado en una rápida reacción entre ˙O2- y NO˙. Liposoluble y similar en 
reactividad al ácido hipocloroso. Su protonación forma ácido peroxinitroso, que 
puede someterse a escisión homolítica para formar radicales de hidroxilo y de 
dióxido de nitrógeno. 

Tabla 1. Radicales libres derivados de oxígeno. 
 

3. MECANISMOS DEL ESTRÉS OXIDATIVO EN EL DAÑO CELULAR 

La disminución intracelular de antioxidantes, en el estrés oxidativo agudo o 

crónico, o en diferentes tipos de enfermedades como es el síndrome metabólico 

(Kowalczyk y cols., 2012), incrementa la acumulación intracelular de especies reactivas 

de oxígeno (ERO), como el H2O2, O2˙ˉ y el ˙OH. Los radicales libres pueden alterar el 

ADN de las células, proteínas y/o membranas fosfolipídicas y tienen una notable 

http://es.wikipedia.org/wiki/Cadena_de_transporte_de_electrones
http://es.wikipedia.org/wiki/Cadena_de_transporte_de_electrones
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_hierro-azufre
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_hierro-azufre
http://es.wikipedia.org/wiki/Ferritina
http://es.wikipedia.org/wiki/Reacci%C3%B3n_de_Fenton
http://es.wikipedia.org/wiki/Peroxinitrito
http://es.wikipedia.org/wiki/Oxidaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Peroxidaci%C3%B3n_de_l%C3%ADpidos
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADpido
http://es.wikipedia.org/wiki/Base_nitrogenada
http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_tiol
http://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_amino
http://es.wikipedia.org/wiki/Metionina
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capacidad para un daño extensivo del sistema fisiológico. Frecuentemente las especies 

reactivas del oxígeno pueden inducir apoptósis (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 oxígeno 

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 formación 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 enzimático capaz de efectuar la 

reducción tetravalente consecutiva del oxígeno, sin liberar los intermediarios tales como 

O2˙ˉ y H2O2. Esto lo logra con gran eficiencia el sistema citocromo oxidasa (complejo IV 

localizado en la membrana interna mitocondrial) responsable de más del 90% de la 

reducción de oxígeno en el organismo humano. 

 

En segundo lugar se encuentra la 

enzima especializada superóxido dismutasa 

(SOD), que es miembro de una familia de 

metaloenzimas las cuales catalizan la 

dismutación del radical anión superóxido para 

formar oxígeno y peróxido de hidrógeno. En las 

células eucarióticas existen tres tipos de 

enzimas SOD atrapadoras de metales, la 

mitocondrial que contiene manganeso (Mn2+) en 

su sitio activo (Mn-SOD), una citoplasmática con 

un átomo de cobre (Cu2+) y uno de zinc (Zn2+) en 

su sitio activo (Cu, Zn-SOD) y la tercera es una 

SOD extracelular. 

2 H+ + H2O2                     GSSG               NADP 

 

 

              2 H+         GPx      GR 
 
 
        2 H2O                2GSH              NADPH 
 

Fig. 1. Reacción antioxidante de glutatión 
peroxidasa (GPx) a expensas del glutatión 
reducido (GSH). La GPx reduce el H2O2 a H2O 
utilizando GSH como donador de electrones y 
formando glutatión oxidado (GSSG). Finalmente 
la glutatión reductasa (GR) regenera el GSH 
utilizando NADPH como donador de electrones. 



     

  19 

Un tercer nivel de defensa esta constituido por enzimas, como la catalasa 

(CAT) que cataliza la conversión de H2O2 a H2O y cuya actividad ha sido descrita en la 

mitocondria; las peroxidasas (PX), que por diversos donadores de electrones reducen 

el H2O2. Otra enzima es la glutatión peroxidasa (GPx), que se localiza en el citosol y la 

mitocondria, cataliza la conversión de H2O2 a H2O utilizando glutation reducido (GSH) 

como donador de electrones (Figura 1). Acoplada a esta reacción, la glutatión 

reductasa (GR) reduce al glutatión oxidado (GSSH) utilizando nicotinamida adenina 

dinucleótido 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 hidrofóbicos como las quinonas y el -tocoferol o vitamina E, éste último 

considerado como un excelente antioxidante ya que por su hidrofobicidad se encuentra 

en las membranas, donde es un eficaz protector, evitando la lipoperoxidación; o 

hidrofílicos como el GSH que participa en la reacción 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 daño causado por las ERO. 

 

Ya producido el daño celular, el quinto nivel de defensa es la reparación. La 

mayor parte de las moléculas del organismo sufren recambio constantemente, por lo 

que son periódicamente reemplazadas (Elchuri y cols., 2005; Muller y cols., 2006).En el 

caso de los eritrocitos, por sus características morfofuncionales, tienen una limitada 

capacidad de biosíntesis y de mecanismos de reparación, por lo que acumulan 

modificaciones físicas y bioquímicas en su estructura, las cuales se acentúan con la 

edad de la célula, y la lesión celular asociada con estresantes físicos y químicos; esto 

conlleva a alteraciones en su metabolismo y de las defensas antioxidantes, lo que 

permite la oxidación de la hemoglobina (Hb), promoviendo su agregación y la unión de 

autoanticuerpos naturales y por lo tanto la peroxidación lipídica o lipoperoxidación de la 

membrana celular (Coimbra y cols., 2006). Estos aspectos serán discutidos 

posteriormente en el los mecanismos de daño oxidativo en el eritrocito. 
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4. LIPOPEROXIDACIÓN 

Como consecuencia del metabolismo celular en el ser humano, se producen 

radicales libres que generalmente son eliminados por antioxidantes endógenos, pero 

también pueden interaccionar con los lípidos séricos y tisulares, provocando su 

peroxidación (Estepa y cols., 2001). La peroxidación lipídica o lipoperoxidación (LPO) 

juega un papel muy importante en la patogénesis y gravedad de diversas 

enfermedades. Las investigaciones químicas indican que la LPO es un conjunto de 

reacciones en cadena mediada por los radicales libres, que producen la degradación 

oxidativa de los lípidos. 

En este proceso los radicales libres 

sustraen electrones a partir de un átomo de 

hidrógeno del grupo reactivo metileno (-CH2-) de 

los lípidos (HL), proceso que deja un electrón 

impar en el átomo de carbono del grupo metileno, 

lo que promueve una transposición de las uniones 

dobles adyacentes al grupo metileno y 

produciendo radicales alquilo (L˙). La membrana 

celular que esta constituida principalmente de 

lípidos, sufre LPO resultando en un daño a la 

célula, como es el caso de la hemólisis de los 

eritrocitos.  

En la mayoría de los casos afecta a los ácidos grasos poli-insaturados, ya que 

presentan enlaces dobles múltiples, entre los cuales existen grupos metileno (-CH2-) 

que poseen hidrógenos reactivos. Se presenta en tres fases principales: iniciación, 

propagación y terminación (Cañas y cols., 1988) (Figura 2). 

  

Ante la presencia de O2, los radicales alquilo reaccionan formando radicales 

peroxilo (LOO˙), que pueden sustraer un átomo de hidrógeno para producir peróxido 

lipídico (LOOH) y propagar la reacción hacia otras moléculas. El LOOH resultante se 

descompone en presencia de iones activos de hierro (Fe), formando más especies 

reactivas como (LOO˙), alcoxilo (LO˙), o radicales epoxiperoxilo (OLOO˙). Estas 

Fig. 2. Fase de iniciación, propagación y 
terminación de la lipoperoxidación. 
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especies pueden sustraer átomos de hidrógeno de los lípidos para propagar la LPO o 

terminar la reacción en cadena por dimerización o por el ataque a proteínas y el DNA 

para causar daño oxidativo y uniones cruzadas de proteínas/DNA (Cheng y 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; Cañas y cols., 1988). 

 

Se sabe que el Fe (siempre como un complejo) es un efectivo catalizador en la 

LPO, pero aún existen dudas de cómo se lleva a cabo dicho proceso. La reacción de 

Fenton, se ha considerado el mecanismo por el cual se producen radicales hidroxilo 

(˙OH) altamente oxidantes para sustraer átomos de H de los ácidos grasos poli-

insaturados (PUFAs), pero las enzimas que degradan el H2O2 o descomponen los 

radicales hidroxilo raramente inhiben la peroxidación dependiente del Fe. De manera 

similar esta en controversia que los radicales anionicos superóxido (O2˙ˉ) sean los 

iniciadores de la LPO por la vía de la reacción de Haber-Weiss o directamente por la 

sustracción de H debido a que la superóxido dismutasa (SOD) no tiene efecto en el 

superóxido presente en el sistema de LPO. Dado que la dependencia de Fe en 

diferentes sistemas de LPO esta constituido inicialmente de Fe (II) y que los liposomas 

fosfolipidicos requieren de la oxidación con Fe (II), y en otros sistemas que la LPO 

requieren de Fe (III) y los liposomas requieren de Fe (III) para su reducción, la hipótesis 

que envuelve el complejo Fe (II)-O2-Fe (III) en relación (1:1) debería ser considerada 

como causa de LPO. Ya que es difícil aislar dichos compuestos queda en duda si la 

LPO inicia con estos compuestos estequiometricos, ya que el Fe (III) no es fundamental 

para la lipoperoxidación. Considerando los óxidos que se forman en las reacciones 

catalíticas de peroxidación, algunos investigadores sugieren que la LPO asociada a Fe 

podría ser iniciada por el ión ferril (FeO2+) o el ión perferril (Fe2+O2). 

Esto crea confusión en los mecanismos de LPO y su relación al daño celular, 

así como los mecanismos de la actividad antioxidante de ciertos compuestos, que 

deberán ser resueltos en diferentes procesos de investigación. Se considera que las 

enzimas como la lipooxigenasas que utilizan PUFAs como sustratos reductores 

catalizan los LPO de forma enantiomérica. 



     

  22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 :Cuantos de luz 

Transposición 
de uniones 

Transposición 
de uniones 

Sustracción de H 
Daño oxidativo ej: ruptura de 
DNA, unión de proteínas. 

Sustracción de H 
(menor) 

Daño oxidativo ej: ruptura de 
DNA, unión de proteínas. 
 

Ciclización 
(major) 

Recorte beta (menor) 

Fig. 3. Lipoperoxidación y radicales derivados de la oxidación de lípidos. La reacción se inicia cuando el radical libre 
le quita un átomo de hidrógeno a una cadena lateral de un ácido graso poliinsaturado, lo cual deja un electrón 
desapareado sobre un átomo de carbono. A su vez, el radical carbono así formado reacciona con el oxígeno, con lo 
cual se crea el radical peróxilo, que es altamente reactivo y puede unirse a proteínas de membrana o a cadenas 
laterales de ácidos grasos adyacentes, originándose con todo ello una reacción en cadena. El proceso culmina 
cuando se agota el sustrato y se produce la liberación de cuantos de luz.  
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En adición, especies de Fe hipervalente generadas por la proteínas heme o 

complejos simples de Fe muestran reactividad específica hacia los lípidos. De igual 

manera la presencia de hidroperóxidos lipídicos (LOOH) en muestras de lípidos, 

incrementan la iniciación de la LPO. El Fe es capaz de descomponer los radicales a 

peróxidos lipídicos, que sustraen hidrógenos y propagan la reacción en cadena. Sin 

embargo, la detección de radicales superóxido o hidroxilo no son necesariamente un 

indicador de la iniciación de la LPO. Existen especies más efectivas en la formación de 

LPO, como los derivados de los radicales lipídicos LOOH (iniciación secundaria), 

compuestos de Fe hipervalentes y oxidación enzimática. De igual manera se 

consideran el Fe (II), Fe (III), quelantes y otros metales catiónicos. 

 

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

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 proteínas que almacenan hierro, ferritina y hemosiderina. La 

capacidad de unión del Fe, le permite variar su estado de oxidación, potencial de 

reducción y configuración electrónica, participando en varias actividades biológicas. Por 

un lado es un cofactor esencial para muchas proteínas (citocromo, hierro-sulfato y 

proteínas heme). Por otro lado es un catalizador de reacciones químicas que forman 

radicales libres con el consecuente estrés oxidativo y daño a la célula. La reacción de 

formas activas de oxígeno con las PUFAs en las biomembranas, producen un daño 

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

 

La reacción del peróxido de hidrógeno (H2O2) con el Fe (II) de la hemoglobina 

(oxiHb y dioxiHb) y Fe (III) con hemoglobina (metHb), produce ferrilhemoglobina 

(ferrilHb) y oxiferrilhemoglobina (oxiferrilHb), y ambas estan implicadas en el daño 

celular. Los efectos citotóxicos asociados con la hemoglobina (Hb) o mioglobina (MHb) 

se deben a sus reacciones redox  con los peróxidos que forman su estado de oxidación 

férrica de las proteínas, análogos a los compuestos Fe I y Fe II formados en el ciclo de 

catálisis de muchas enzimas de peroxidación.  
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El estado de oxidación de las proteínas como agente oxidante, promueve el 

daño oxidativo a la mayoría de las moléculas biológicas, incluyendo la LPO. El ingreso, 

almacenamiento y usos del Fe libre en el organismo esta controlado por proteínas y 

enzimas reguladoras (PRFe) de Fe para minimizar los efectos tóxicos, previniendo 

alteraciones en la salud del individuo. Las PRFe se encuentran en el citosol, regulan y 

se unen al ARN mensajero de muchas proteínas que participan en el metabolismo de la 

célula.  

La generación de Fe libre, debido a degradaciones no enzimáticas de las 

proteínas heme, están implicadas en su toxicidad. En condiciones de estrés oxidativo, 

el suporóxido (O2˙ˉ) es generado inmediatamente, y es capáz de reducir la forma férrica 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

} 

 

 

 

Un sistema enzimático variado, como es la xantina/xantina oxidasa (XO), la 

nicotinamida adenina dinucleotido (NADH)/ el sistema de oxidasa nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato (NADPH), y el sistema hipoxantina (HX)/XO, participan en la 

producción de O2 (Cheng y Li, 2007). 

 

4.ii. Producto final derivado de la lipoperoxidación 

Existen diferentes productos de degradación metabólica de los lipoperóxidos, 

 
Fig. 4. Regulación y liberación de Fe bajo condiciones de estrés oxidativo. 
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como los isoprostanos y los isómeros de las prostaglandinas producidos a partir del 

ácido araquinódico a través de una vía metabólica catalizada por radicales libres y que 

se eliminan principalmente por orina. Debido a la inestabilidad de los productos de la 

peroxidación lipídica, se determinan los productos de su degradación metabólica, 

constituidos por aldehídos de alta capacidad reactiva, siendo el más importante el 

malondialdehído (MDA) (Tabla 2). 

 

4.iii. Malondialdehído (MDA) 

El malondialdehído (Figura 5a) es un 

compuesto volátil (C3H4O2), de bajo peso 

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

1,3-dicarbonilo y moderadamente ácido débil 

(pKa = 4.46). En solución y en fase de gas el 

MDA es completamente enolizado, formando 2 

moléculas asimétricas unidos por puentes de 

hidrógeno intramoleculares (Figura 5b y 5d), 

con una barrera baja para formar una estructura 

simétrica con uniones hidrógeno (Figura 5c). 

El MDA tiene una absorvancia en la 

región UV tanto en solución acuosa ácida (max = 

245 nm;  ~ 13 x 103) como básica (max = 267 

nm;  ~ 30 x 103). El enol de MDA libre de ácido 

es más reactivo que la base conjugada, 

particularmente con nucleófilos. 

Substancia Agente Derivados Producto de degradación 
metabólica 

Producto final 
cuantificable 

Peróxido lipídico ó  
Lipoperóxidos 

Lipoproteínas 
 
 
Ácido araquidónico 
 

Isoprostanos 
 
 
Isómeros de las prostaglandinas 

Aldehídos (LOOH
.
) 

 
Alcanos 

Malondialdehído (MDA) 
4-hidroxinonenal 
 
Etano 
Pentano 

Productos de 
Tirosinas 

Mieloperoxidasa Halogenación  Incremento en neutrófilos 

Productos de 
Tirosinas 

Mieloperoxidasa Nitración Sintasa óxido nitrico 
(iNOS) 
 
3-nitrotirosina 

Activación de macrófagos 
 
3-nitrotirosina 

Tabla 2. Productos finales derivados de la lipoperoxidación. 

Fig. 5. Estructura química del MDA. 

 

        Pigmento 

Reactivo  max   x 103  
_________________________________________________ 
Acido Barbitúrico 485  n.d. 
TBA  532  153.0 
TBA  532  156.0 
TBA  530  158.0 
TBA  532  159.2 
Dietil-2-TBA 540  n.d. 
Difenil-2-TBA 537  n.d. 
 
n.d. = no determinado 
valores de diferentes autores 

Tabla 3. Reacción del MDA con substancias que 
producen pigmentos. 
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El MDA actúa como nucleófilo o como electrófilo y forma aductos pigmentados 

multiméricos con absorvancia en la región UV. Al calentar el MDA a un pH bajo, 

participa en reacciones de adición y cicloadición con nucleófilos como el TBA, 

produciendo productos pigmentados de condensación (Tabla 3). La reacción MDA-TBA 

produce un pigmento rojo con una absorción molar de 5 a 10 veces mayor que el MDA. 

El MDA es un isoprostano derivado de la 

peroxidación de los lípidos, cuyo producto final 

es un  aldehído. El MDA se forma cuando los 

ácidos grasos polinsaturados (LH) ó lípidos 

(como los de la membrana celular), al ser 

afectados por las ERO sobre los radicales 

lipídicos (L˙) se transforman por efecto de la 

oxidación a radicales peroxilo (LOO˙), formando 

dienos conjugados hidroperóxidos (Figura 6). El 

MDA tiene una vida media muy corta, pues 

reacciona rápidamente con grupos amino libres 

procedentes de los fosfolípidos, aminoácidos y 

proteínas presentes en el suero (Estepa y cols., 

2001), También con fuentes no lipídicas como 

los carbohidratos y las glicoproteínas, 

pirimidinas, hemoglobina y bilirrubina.  

 

La habilidad del MDA de alterar o unirse a una amplia variedad de 

macromoléculas podría contribuir a su toxicidad y a sus propiedades 

mutagénicas/carcinogénicas podrían formar aductos los ácidos nucleicos (Basu y cols., 

1988). 

 

 

 

 

 

 
Ácidos grasos poliinsaturados LH 

Radical lipídico L˙ 

Radical peroxilo LOO˙ 

Dienos conjugados. Hidroperóxidos 

Radical peroxilo LOO˙ 
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conjugados 

Radical 
alcoxilo  
LO˙ 

Isoprostanos Productos finales 
de peroxidación 

Aldehídos Alcanos 

Malondialdehído 

4-hidroxinonenal 

Etano Pentano 

 

Fig. 6. Mecanismo de formación del MDA 
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5. EL ERITROCITO 

Debido a que los eritrocitos son células que presentan ácidos grasos 

poliinsaturados (PUFAs) en su membrana plasmática, por su función de transportar 

oxigeno y a su elevada concentración de hierro (Fe) y hemoglobina, son muy sensibles 

al estrés oxidativo por lo que pueden sufrir lipoperoxidación y degradación de 

proteínas. Estos procesos pueden llevar a un gran número de cambios, lo que tiende a 

provocar un descenso de la fluidez de la membrana, alteraciones reológicos y 

polimerización de proteínas (carbonilación) y del citoesqueleto. Considerando que este 

trabajo de investigación está enfocado a la acción de los metabolitos antioxidante de 

los extractos de tejocote (Crataegus mexicana) sobre el eritrocito, es importante 

conocer los aspectos morfológicos y fisiológicos 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. Embriología del Eritrocito 

En 1817, Francois Magendie realizó las primeras descripciones morfológicas 

del eritrocito. Hoppe-Seyler (1865), descubrió la capacidad de la hemoglobina (Hb) de 

trasportar oxígeno. Son células que embriológicamente provienen del mesodermo, y 

forman parte del tejido conectivo laxo especializado. Se forman por eritropoyésis en 

diferentes órganos hematopoyéticos, principalmente en el hígado y baso, y en la 

médula ósea durante toda la vida; su vida media es de 100 a 120 días ó 4 meses. 

  

Se requieren varias substancias para el correcto desarrollo de los eritrocitos, 

como aminoácidos, hierro, cobre, vitamina B2 (riboflavina, B12 (cianocobalamina), 

piridoxina y ácido fólico. Además de la hormona eritropoyetina (EPO) que se produce 

en los riñones (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 

producción de los eritrocitos en los órganos 

hematopoyéticos, mismos que maduran durante 5 

a 7 días a partir de los proeritroblastos 

policromatofílicos, los cuales se trasforman en 

eritroblastos ortocromáticos y maduran finalmente a 

eritrocitos. Esta fase es considerada como una 

apoptósis parcial. 

2. La segunda fase es la salida de los reticulocitos de 

los órganos hematopoyéticos al torrente sanguíneo 

que terminan de madurar en un día para 

convertirse eritrocitos maduros, con una vida media 

de 100 a 120 días. 

3. La tercera fase es la destrucción de los eritrocitos 

(hemocaterésis o eriptosis) que han envejecido en 

el sistema retículo endotelial. 

 

La eritropoyetina es la hormona que induce la 

eritropoyesis y regula la cantidad y vida de los 

eritrocitos en la sangre. Su liberación es por la 

presión parcial de O2 en la sangre, la disminución de 

O2, incrementan la concentración de eritropoyetina. La 

eritropoyetina también es capaz de detener la 

apoptosis del eritroblasto, modulando la proteína 

antiapoptótica Bcl-XL, disminuyendo la actividad de las 

caspasas involucradas en la desaparición de los 

organelos y núcleo durante la formación del eritrocito, 

junto con la participación de enzimas hidrolíticas del 

ADN (ADNsas II), que permiten la maduración y la 

pérdida del núcleo del eritroblasto por un proceso 

denominado remoción heterofágica (Figura 8). 

 
Fig. 7.  Hematopoyesis y pérdida del 
núcleo del eritrocito. 

Pronormoblasto - 
Rubriblasto 
12 - 20 m 
 
 

Normoblasto - 
Prorrubricito 
10 - 16 m 
 

Normoblasto - 
Rubricito 
10 – 12 m 
FIN DE LAS MITÓSIS 
 

Metarrubricito 
ortocromático 
8 - 10 m 
 

Siderocito por 
contenido de Fe 
8 - 10 m 
 
7 - 7.5 m 

 

Eritroblasto 
inmaduro 

Eritrocito 
maduro 

Eritroblasto 
maduro 

Eriptosis 

Fig. 8.  Mecanismos de acción de la 
eritropoyetina en el proceso de eriptosis. 
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5.ii. Fisiología y Morfología del 

Eritrocito 

Su forma es la de un disco bicóncavo de un 

diámetro de 7-8 m y un grosor máximo de 2 m. La 

forma del eritrocito es influida por fuerzas osmóticas  

(Figura 9). Su principal función es el trasporte de 

oxígeno y de dióxido de carbono en la sangre. En 

sangre circulan aproximadamente 5 millones de 

células rojas por milímetro cúbico (mm3) (5 

millones/1L) siendo mayor la cantidad en hombres 

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

 

Su citoesqueleto está constituido por proteínas fibrosas y globulares, lo que le 

confiere características biológicas relacionadas a su estructura-función como su 

capacidad de deformación, flexibilidad, durabilidad, todo ello les permite circular por los 

capilares sanguíneos, deformandose por fuerzas físicas y volviendo a su forma original 

discoide. Alteraciones en las proteínas de membrana están asociadas a muchos 

padecimientos como la esferocitosis hereditaria, la eliptocitosis hereditaria, la 

estomatocitosis hereditaria y la hemoglobinuria paroxística nocturna. 

Los índices de células rojas son utilizados para detectar anormalidades en el 

tamaño, forma y color del eritrocito, ya que existen muchas enfermedades que afectan 

los eritrocitos (Tabla 4) (Mackenzie, 2000). 

 

5.iii. Composición molecular de la membrana del eritrocito 

Existen más de 50 proteínas de membrana en el eritrocito. Veinticinco 

presentan los antígenos de los grupos sanguíneos A, B, y Rh, mantienen la forma de la 

célula, el transporte de iones y moléculas, adhesión e interacción con otras células, 

actuan como receptores mensajeros y otras funciones. El tipo sanguíneo depende de 

las variaciones de las glucoproteínas en la membrana del eritrocito. Las proteínas de la 

membrana del eritrocito se organizan de acuerdo a sus funciones (Tabla 5). 

 

Fig. 9.  Forma y tamaño de eritrocitos 
humanos (8 m) 
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Tabla 4. Denominación de la morfología del eritrocito por cambios patológicos en diferentes enfermedades y condiciones patológicas. 
Término 
utilizado 

Morfología Enfermedades o situaciones clínicas en donde están alterados. 

Normocito Normal en tamaño y forma Sujeto sano 
 
Anemia normocítica normocrómica (enfermedades inflamatorias, 
LES, artritis, sarcoidiosis, enfermedades pulmonares, TBC, 
pielonefritis, hepatopatía alcohólica). 

 

Normocrómico Normal en color y contenido de 
Hb 

Anisocitosis Variación en el tamaño Transfusión incompatible.   
Poiquilocitosis Variación en la forma Todas  
Hemólisis Ruptura de los eritrocitos Anemia hemolítica.  
Anisocromía Diferentes colores Inicio de tratamiento en la anemia carencial, enfermos con 

anemia hipocroma que son trasfundidos. 
 

Hipocrómico Color pálida, falta de Hb 
 

Falta de oxigenación, anemia ferropénica,  anemia normocitica 
normocrómica, anemia hemolítica, anemia aplásica, anemia 
mieloptisica, anemias endócrinas y nefrógenas, anemias de 
enfermedades crónicas (infecciosas, neoplásicas y enfermedades 
sistémicas), anemia megaloblástica, 

 

Hipercrómico Color más oscuro que el normal Exceso de hierro, esferocitosis hereditaria.  
Microcito Tamaño menor al normal Anemia microcítica hipocrómica, talasemia, anemia 

siderocréstica, anemia ferropénica. 

 
Macrocito Tamaño mayor al normal Alcohólismo, hepatopatía alcohólica, anemia megaloblástica. 

 
Equinocito, 
estereocitos o 
astrocitos  
(erizo) 

Célula fresa; célula crenada Sujetos alcohólicos, uremia, deficiencia de K, y hepatopatías 
neonatales. 

 
Acantocito 
(espina) 

Célula en espina, espuela Colesterol alto, abetalipoproteinemia, cirrosis hepática, 
mielofibrosis, por altas dosis de heparina, 

 
Estomatocitos 
(boca) 

Boca, taza, casquete de hongo Alcoholismo y hepatopatías alcoholicas. 

 
Gránulos 
basofílicos 
Cuerpos de 
Heinz 

Condensación de hemoglobina en 
varios puntos 

Enfermedades congénitas y por medicamentos. 

 
Esquistocitos Fragmentada Anemia microangiopática, hemólisis por válvulas cardiacas, 

quemaduras graves. 

 

 

La mayor parte del citoesqueleto esta 

formada por la proteína espectrina (Figura 10). 

La espectrina forma un reticulado filamentoso 

fijado en parte a una proteína transmembrana 

del plasmalema (membrana plasmática), la 

proteína de banda 3 (por su movilidad 

electroforética de la membrana del eritrocito).  

 
Fig. 10. Dibujo esquemático de la molécula de 
Espectrina (red), anclada a Ankirina (elipses). 

 

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DIC_With_Microangiopathic_Hemolytic_Anemia.jpg?uselang=es
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Tabla 5. Estructura función de las proteínas de membrana del eritrocito. 
Tipo de proteína Proteína Función 
 
De trasporte 

Banda 3 (90-100 KDa) Proteína de intercambio aniónico. Trasporte de aniones, componente 
estructural, 25% de la superficie de la mmbrana, un millon de copias por célula, 
Define al grupo sanguíneo Diego. 

Acuaporina 1 Proteína integral transmembrana. Trasporte de agua, define al grupo 
sanguíneo Colton. 

Glut1 Traspórte de glucosa y ácido L-dehidroascórbico. 
Proteína antigenica Kidd Trasporte de urea. 
RhAG Trasporte de gas como dióxido de carbono, define al grupo Rh y se asocia al 

fenotipo del grupo inusual Rh-nulo. 
Na+/K+ - ATPasa Regulador energético y de la concentración de cationes intracelulares 
Ca2+ - ATPasa Regulador energético y de la concentración de cationes intracelulares 
Na+ K+ 2Cl Cotrasportador 
Na+ - Cl- Cotrasportador 
K – Cl Cotrasportador 
Canal Gardos Transporte de Ca2+ y K+ 

 
Adhesión celular 

ICAM-4 Interactua con las integrinas 
BCAM Glucoproteína que define al grupo sanguíneo Lutheran, también conocido 

como Lu o proteína de unión a laminina 
 
Función 
estructural 

 Establecen uniones con las proteínas esqueletales, regulan la cohesión del 
citoesqueleto y la bicapa lipídica, mantienenla superficie celular evitando el 
colapso (vesiculación o bebbling). 

Ankirina (215 KDa) Complejo proteico macromolecular que une el citoesqueleto con la capa 
bilipídica por interacción de dominios citoplasmáticos con Ankirina. Se une a la 
proteína transmembranal Banda 3. Tiene un ácido graso de anclaje llamado 
palmitato lo que estabiliza su unión a la membrana celular. 

Banda 3 (90-100 KDa) Une varias enzimas glucolíticas, trasportador presuntivo de CO2 y anhidrasa 
carbónica 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. 

Proteína 4.1R (78KDa) Complejo proteico macromolecular que interactua con proteinas 4.1R. Expresa 
debilmente al antígeno Gerbich. Une a la espectrina con la glucoporina C. 

Banda 4.2 Palladin 
(72KDa) 

Estabiliza la unión entre ankirina y el intercambio aniónico 

Glucoporina C y D 
(25KDa) 

Glucoproteína que define al grupo sanguíneo Gerbich 

XK Define al grupo sanguíneo Kell y al fenotipo inusual McLeod (carece del 
antigeno Kx y reduce la expresión del antígeno Kell). 

RhD/RhCE Define al grupo Rh y se asocia al fenotipo del grupo inusual Rh-nulo. 
Proteína Duffy Se asocia a la limpieza de quimioquinas 
Aducin (100-105 KDa) Interactua con la banda 3 
Banda 4.9 Dematin  
(48 KDa) 

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

Alfa-Espectrina  
(260 KDa) 
BetaEspectrina  
(225 KDa) 

Polipéptido fibrilar, forman una hélice alfa-beta con un tetramero en su porción 
terminal que se unen a otras proteínas como la ankirina y a la misma 
espectrina.  

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 proteína 

de anclaje denominada proteína de banda 4,1 y de una pequeña porción de filamento 

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

1991). Una forma de regular la función de las proteínas es por la adición de uno o más 

grupos fosfato a una proteína por enzimas llamadas fosfoproteínas fosfatasas. Esta 

adición es por medio de fosforilación, y su remoción es por medio de desfosforilación. 
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La fosforilación de las proteínas mayores como la ankirina y las proteínas de las  

bandas 4.1 y 4.9, debilitan la rigidez del citoesqueleto reduciendo la afinidad de unión 

de estos componentes, sin embargo este control esta aún bajo investigación, 

incluyendo los proceso que se lleva a cabo por el estrés oxidante y la acción de EROs 

en estas proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Aunque la mayor parte de los ácidos grasos se encuentran unidos a proteínas, 

existe una pequeña proporción que esta libre en la célula. Éstos ácidos grasos libres 

(AGL) pueden interaccionar con la membrana celular, alterando el potencial de 

membrana y con ello produciendo una translocación de protones por un mecanismo 

conocido como flip-flop, que es un efecto desacoplante que ocurre por el acarreo 

inespecífico de protones del espacio intermebranal interno y externo. En este proceso 

el trasporte activo que llevan a cabo los aminofosfolípidos de la membrana de afuera 

hacia dentro (flip) es mayor que de adentro hacia fuera (flop) por un fenómeno de 

traslocación de la monocapa lipídica, lo que daría orígen a una asimetría, fenómeno 

que se presenta en la sangre almacenada. 

La función del citoesqueleto es fundamental, si las proteínas y lipoproteínas de 

la bicapa de la membrana pierden su organización, el eritrocito se vera alterado en 

todos sus procesos hemostáticos y tiempo de vida (Kuypers y cols., 1996). 

 

  

Fig. 11. Dibujo 
esquemático de la 
composición molecular 
del citoesqueleto y 
plasmalema de un 
eritrocito, así como sus 
componentes en un gel 
de electroforésis. 
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La membrana del eritrocito es un 

complejo proteínico bifosfolípido (anfipático) 

compuesto por 52% de proteína, 40% de lípidos 

y 8% de carbohidratos (Figura 11, Tabla 6). La 

estructura química y su composición controlan 

las funciones de transporte, flexibilidad y 

propiedades antigénicas de la membrana. 

Cualquier defecto en la estructura o alteración 

en la composición química 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 área de la superficie de 

la célula y es responsable de la permeabilidad 

pasiva de cationes. Las elevaciones en el 

colesterol plasmático, conlleva a la acumulación 

de colesterol en su membrana; los eritrocitos 

saturados de colesterol se observan como 

células en forma de tiro al blanco y espículadas, 

y presentan aumento de la microviscosidad y 

grado de organización de la membrana. 

Las moléculas de los fosfolípidos están dispuestas con sus cargas polares 

dirigídas hacia adentro y hacia fuera de la célula, y sus extremos hidrofóbicos, dirigidos 

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

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

proteínas integrales de la membrana se adhieren por ligaduras iónicas y de hidrógeno, 

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

requieren de su presencia para alcanzar una actividad enzimática completa. 

La membrana celular tambien presenta distintos receptores transmembranales 

para un sinumero de subtancias y antigenos de superficie (Gunalan y cols., 2011). El 

Tabla 6. Composición química de la membrana 
celular del eritrocito (% de peso seco). 
I. Lípidos  
A. Colesterol no esterificado     12% 
B. Fosfolípidos                     20-25% 
                  Cefalina 
                  Lecitina 
                  Esfingomielina             6% 
                  Fosfatildilserina           5% 
                  Fosfatidilcolina            7% 
                  Ac. Fosfatídico          <1% 
                  Fosfatidiletanolamina  5% 
 
C. Otros   Lisolecitina                  3% 
 
D. Glucolípidos 
                  Flucoesfingolípidos 
                  Cerebrósidos             <1% 
                  Gangliósidos 

 
 
 
95% 
 
 
 
 
 
 
 
5% 

 
 
 
 
 
30 a 
40% 

II. Proteínas 
Glúcidos                                  7% 

A. Proteínas integrales 
                       Glucoforinas A, B, C 
                       Banda 3 
                          
B. Proteínas periféricas 
                      Espectrina 
                      Actina 
                      Anquirina (banda 2.1) 
                      Banda 4.2 
                      Banda 4.1 
                      Aducina 
                      Banda 4.9 (dematina) 
                      tropomiosina 

  
 
 
 
 
 
52% 

III. Carbohidratos  8% 
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eritrocito presenta un potencial zeta normal de -15.7 milivolts (mV), el cual está dado 

por los residuos de ácido sialico expuestos de su membrana, si se elimina el ácido 

siálico el potencial es de -6.06 mV. 

a. Metabolismo del eritrocito 

El metabolismo de los eritrocitos es limitado, debido a la ausencia del núcleo, 

mitocondrias y otros organelos subcelulares. Debido a que la unión, trasporte, 

liberación de oxígeno y bióxido de carbono es un proceso pasivo que no requiere 

energía, existe una variedad de procesos metabólicos dependientes de energía que 

son esenciales para la viabilidad del eritrocito. Las vías metabólicas más importantes 

para el eritrocito maduro requieren de glucosa como sustrato, desdoblándose a lactato 

(Tabla 7). De esta manera estas vías metabólicas 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 

Glutatión (GDH) reducido, y ayuda a mantener la integridad y deformabilidad de la 

membrana. 

 

5.iv. Hemocaterésis ó 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 () = desde, y Ptosis () = caída o 

prolapso de un órgano o parte de él. Se refiere un programa suicida intrínseco de las 

células, en el que la célula muere de forma fisiológica normal y ordenada sin producir 

daño en la organización de los tejidos a que pertenece, sin causar una reacción 

inmunológica o inflamatoria que afecte a las células vecinas y con ello mantener la 

integridad del tejido. La apotosis se caracteriza por la reducción del tamaño de la célula 

por condensación del contenido celular y colapso del citoesqueleto, la ruptura de las 

membranas nucleares, el ADN se fragmenta, la membrana cambia y se forman cuerpos 

Tabla 7. Vías metabólicas en el eritrocito. 
a. Vía Embden-Meyerhof Proporciona ATP para la regulación de la concentración intracelular de cationes 

(Na, K, Ca, Mg) a través de bombas de cationes. 
b. Ciclo de la hexosa-monofosfato Proporciona NADPH y glutatión para reducir oxidantes celulares 
c. Ciclo de Rapoport-Luebering Forma 2,3-BPG el cual facilita la liberación de oxígeno a los tejidos 
d. Vía de la metahemoglobina 

reductasa 
Protege a la hemoglobina de la oxidación vía NADH y metahemoglobina 
reductasa 
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apoptóticos (pequeñas vesículas de membrana) que pueden ser reconocidos por 

células vecinas o macrófagos para ser fagocitados. 

Hipócrates en el siglo V a.C. ya mencionaba el concepto de la destrucción 

fisiológica de células y tejidos. Posteriormente Virchow en 1858 describió 2 tipos de 

muerte celular, la necrobiosis (muerte espontánea por partes y natural, actualmente se 

le llama apoptosis) y la necrosis (muerte violenta causando ruptura del eritrocito). La 

apotosis es un fenómeno fundamental en el desarrollo embrionario, en la metamorfosis, 

en la atrofia tisular y regresión tumoral. Las células que mueren por este mecanismo 

son las células sin función, 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 

fisiológicamente por el organismo para destruir eritrocitos envejecidos, sin daño 

necrótico (hemolítico). La eriptosis comparte mecanismos propios de las etapas finales 

de la apoptosis, incluyendo la actividad de proteasas, la externalización de 

fosfatidilserina y la formación de microvesículas apoptóticas. La eriptosis es importante 

para evitar la hemólisis, así como las respuestas inflamatorias e inmunológicas en la 

destrucción de los eritrocitos. Se puede considerar que la eriptosis es solamente el final 

de una apoptósis, que inició cuando maduraba a eritrocito (Quintanar y Calderón, 2006) 

(Tabla 8). En fase adulta, el eritrocito carece de núcleo, mitocondrias, retículo 

endoplásmico 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 somáticas. 
Cambios observados Célula Somática 

(Apoptosis) 
Eritroblasto    
(Apoptosis) 

Eritrocito              
(Eriptosis) 

Lisis nuclear 
Lisis mitocondrial 
Fragmentación de ADN 
Translocación de citocromo C 
Despolarización mitocondrial 
Despolarización nuclear 
Activación de caspasas 
Cambios en la membrana 
Contracción celular 

X 
X 
X 
X 
X 
X 
X 

X 
X 
X 
X 
X 
X 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
X 
X 
X 

Perdida de K intracelular 
Activación de canales de Ca 
Activación de escramblasas* 
Contracción celular 
Activación de esfingomielinasa 
Externalización de 
fosfatidilserina 
Vesículas apoptóticas 

 
 
 
 
 
 
 
X 

 X 
X 
X 
X 
X 
X 
 
X 

* enzimas traslocadoras de fosfolípidos 
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Debido a esto, la energía necesaria que requiere el eritrocito se produce por 

glucólisis (Geneser, 2001; Mckenzie, 2000). Conforme envejece, su membrana 

plasmática cambia y es susceptible a ser fagocitado por los macrófagos en los órganos 

hematopoyéticos. Por tanto, los mecanismos de defensa y daño celular del eritrocito 

bajo diferentes condiciones metabólicas son importantes desde el momento que se 

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

 

5.v. Mecanismos moleculares involucrados en la eriptosis 

Los principales mecanismos moleculares involucrados en el inicio de la eriptosis 

son la disminución de la carga energética de la célula (relación ATP/ADP, AMP) y la 

disminución del poder reductor del eritrocito a través de la relación NADP/NADPH y de 

la glutatión reducido/oxidasa, así como por el estrés osmótico. Como se mencionará 

posteriormente, estos mecanismos pueden ser provocados por el envejecimiento, 

estrés metabólico, daño tóxico e infecciones entre otros (Quintanar y Calderón, 2006).   

Se debe considerar que el estrés metabólico (presente en varias enfermedades y 

alteraciones del metabolismo orgánico) puede inducir eriptosis por estrés energético, 

oxidativo y osmótico, en la que el daño celular es por la formación de radicales libres. 

En el caso del estrés energético la reducción 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 reducción 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 osmótico en el eritrocito. Por su parte el estrés 

osmótico activa a la fosfolipasa A2, que libera ácido araquinódico de la fosfofatidilcolina, 

dicho ácido es convertido por la enzima ciclooxigenasa (COX) a prostaglandina E2 

(PGE2), la cual estimula el canal catiónico del que depende la entrada de calcio. 

Adicionalmente el estrés puede activar a la ciclooxigenasa. El incremento de calcio 

intracelular activa el canal Gardós (canal de potasio dependiente del calcio), que 

provoca la salida de potasio, induciendo la salida de agua y de cloro, causando la 

contracción del eritrocito. El incremento de Ca intracelular, la disminución de K y la 



     

  37 

contracción celular, activan a una escramblasa de fosfatidilserina, que provoca la 

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

 

 

 
Fig. 13. Mecanismos moleculares de la eriptosis. Fosfolipasa A2, (PLA2), ácido araquinódico (AA), fosfatidilcolina (FC), 
lisofosfatidilcolina (LFC), factor de activación plaquetario (PAF), esfingomielina (SM), glutatión reducido (GSH). 

 
 

Otra enzima involucrada en la eriptosis es la -calpaína, una proteasa de 

cisteina, la cual es activada por el calcio intracelular libre, la cual degrada proteínas del 

citoesqueleto, entre ellas la espectrina y la fodrina desestabilizando a las membranas e 

induciendo la formación de microvesículas (blebbling), características de la apoptósis y 

de la eriptosis, y causando modificaciones en la forma del eritrocito y por consiguiente 

cambios patológicos (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+ acompañado de la salida osmótica de agua intracelular y por lo 

tanto cambios en su organización y composición, lo que favorece la deshidratación en 

el eritrocito, y por consecuencia alteraciones en su fenotipo en relación a una mayor 
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ESTRÉS OSMÓTICO 

ESTRÉS ENERGÉTICO 

GSH 

PGE2 Ca2+ 

COX 

PLA2 

FC 

LFC 

AA 

Acetil transferasa 
PAF 

Esfingomielinasa 

SM 

Ceramida 

Escramblasa 

Esternalización de 
FC 

-Calpaína 

Citoesqueleto 

Contracción  
celular 

K+ 

ATP 
ADP 

Pi 

Ca2+ 

H2O 

Cl- 

Gardós 

Ca2+ 



     

  38 

adhesión, tonicidad y volumen, como se ha observado en la anemia de células 

falciformes o en enfermedades vaso-oclusivas. La adhesión de los eritrocitos tambien 

se ve influenciada externamente por la proteína de matriz endotelial trombospondina-1 

(TSP), ya que al disminuir la TSP y la osmolaridad citosolica se incrementa la adhesión 

(Wandersee y cols., 2005). 

 
5.vi. Mecanismos moleculares involucrados en la oxidación de proteínas 

por los radicales libres 
 
Las proteínas, péptidos y aminoácidos también constituyen un blanco para las 

ERO, su acción es menos dramática que frente a los lípidos, debido al lento progreso 

de las reacciones, como la oxidación de residuos de los aminoácidos, el rompimiento 

de los enlaces peptídicos y la agregación entre proteínas (Cárdenas, 2006). En 1998, 

Kirchhoff indicó que la presencia de cantidades significativas de aminoácidos 

aromáticos o sulfurados en una proteína la hacen más vulnerable a los radicales libres, 

principalmente en los sitios ligados a metales de transición. Se presenta por ataque 

oxidativo directo sobre los residuos de aminoácidos (Lis, Arg, Pro, Tre) y reacciona con 

un metal de transición (Fe2+ ó Cu+2) reduce al H2O2 formando un intermediario reactivo 

(·OH, radical ferril, etc.), los que posteriormente atacan a los aminoácidos adyacentes. 

La modificación del contenido intracelular y extracelular del ion Ca+2 altera 

significativamente la función celular. El incremento de estos iones estimula la activación 

de proteasas, que atacan el citoesqueleto, y de nucleasas que fragmentan el ADN. La 

oxidación genera la carbonilación de las proteínas, formando aldehídos 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 alteración 

metabólica. Los productos del daño oxidativo de proteínas son la formación de 

peróxidos y carbonilos.  

Los efectos de las ERO se pueden sumarizar como sigue (Chapple y 

Matthews, 2007): 

 Desdoblamiento o doblamiento de proteínas (reversible o irreversible) 

 Reacciones de fragmentación y polimerización de las proteínas 

 Degradación de las proteasas en las proteínas modificadas 
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 Formación de radicales en las proteínas 

 Formación ERO en las uniones proteicas 

 Formación de productos finales estables (carbonil: oxo-ácidos o 

aldehídos, por ejemplo de alanina a acetaldehído) 

 

El contenido de carbonilos de las proteínas 

puede ser usado como medida del daño producido en 

las mismas por procesos de oxidación. Hasta la fecha 

se han desarrollado diversos procedimientos muy 

sensibles para la detección y cuantificación de grupos 

carbonilos, siendo el más 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 

(Mayor, 2010) (Tabla 9). 

El daño a las proteínas de membrana del eritrocito puede ser iniciado por 

liberación de electrones, reacciones dependientes de iones metálicos y autoxidación de 

lípidos y azúcares. El daño oxidativo a las proteínas puede causar la pérdida de la 

actividad catalítica de enzimas, daños en la integridad de proteínas estructurales o 

interrumpir la regulación de las vías metabólicas (Dean y cols., 1997) (Tabla 10). 

 

Tabla 10. Modificaciones oxidativas de la proteínas 
Tipo Aminoácido involucrado Fuentes de oxidación 

Disulfidos, glutatiolación Cis Todos, ONOO- 
Sulfóxido de metionina Met Todos, ONOO- 
Carbonilos (aldehidos y cetonas) Todos (lis, Arg, Pro, Tre) Todos 
Oxo-histidina His Rayos γ, OCM, ozono, 1O2- 
Ditirosina Tir Rayos γ, OCM, ozono, 1O2- 
Clorotirosina Tir HOCl 
Nitrotirosina Tir ONOO- 
Modificaciones triptofanil Trp Rayos γ 
Derivados hidroxil Val, Leu, Tir, Trp Rayos γ 
Cloraminas y diamidación Lis HOCl 
Aductos de lipoperoxidación (MDA, HNE y acroleína) Lis, Cis, His Rayos γ, OCM, ozono, 1O2- 
Aductos con aminoácidos oxidados Lis, Cis, His HOCl 
Aductos por glicosilación Lis Glucosa 
Entrecruzamientos, agregados y fragmentación Varios Todos 
OCM = oxidación catalizada por metales; Todos = rayos gamma, OCM, HOCl, ozono, 1O2- 

 

Tabla 9. Métodos para determinar el 
estrés oxidativo o daño en las proteínas 
del eritrocito. 

Marcadores Método 

 
 

Basados en la 
oxidación de 

Proteínas 

Compuestos 
carbonílicos 
Grupos 
sulfíhidrilos 
Fragmentación 
de proteínas 
Actividad de 
enzimas 
Grupos aminos 
libres 

Basados en la 
oxidación de ADN 

Bases 
modificados 
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Por otro lado, el MDA entrecruza proteínas como lo hacen las bases de Schiff 

conjugadas. Las bases de Schiff son grupos funcionales de las proteínas con enlace 

doble C-N y se forman de la glicación de las fosfoproteínas. 

 

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

La sangre total con un pH de 7.36 a 7.44 está 

constituída por eritrocitos (células rojas), leucocitos 

(células blancas) y plaquetas (trombocitos), 

suspendidos en el plasma sanguíneo. Los eritrocitos 

de la sangre pueden ser separados por centrifugación 

(CRS) o sedimentación, de los demás elementos de la 

sangre (Figura 14). La sangre es un fluído no 

newtoniano de perfil parabólico y flujo pulsátil (ley de 

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 razón 

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 varía bajo diferentes condiciones, 

siendo mayor en sangre venosa que la arterial. Antes de la introducción de las 

unidades SI, a la fracción de volumen de eritrocitos (FVE) se le denominaba 

hematocrito, y se reportaba como porcentaje, actualmente se reporta como una 

fracción decimal, siendo el valor el mismo (OPS, 1983). La fórmula para calcular el 

hematocrito es: 

 
                 CRS                 _  x 100 = % de hematocrito ó fracción 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 producción de 

hemoglobina es del 65% y el 35% restante en etapa de reticulocito. La molécula de 

 

Fig. 14. Separación de eritrocitos y 
células sanguínea para determinar el 
hematocrito. 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Mililitro
http://es.wikipedia.org/wiki/Kg
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hemoglobina está constituida por una molécula de globina y 4 grupos heme; cada 

grupo heme contiene un átomo de hierro.  

Cuando la molécula se satura de oxígeno se denomina oxihemoglobina, lo que 

le da un color rojo brillante a los eritrocitos; cuando se disocian y se reducen las 

moléculas de oxígeno 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 fracción de volumen de eritrocitos (hematocrito), normalmente es mayor unas 

0.003 veces que la concentración de hemoglobina cuando esta se expresa en gramos 

por litro. Si la concentración de hemoglobina se expresa en milimol de hemoglobina 

(Fe) por litro, la fracción del volumen de eritrocitos será más o menos 0.005 veces 

mayor que la cifra obtenida (OPS, 1983). Las fórmulas 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 especialización bioquímica, como es el 

trasporte de oxígeno a los tejidos. El eritrocito debe pasar por varias etapas durante la 

eritropoyesis, por lo que presentan cambios en su desarrollo fisiológico que pueden ser 

afectados por diversos factores (Cañas y cols., 1988), incluyendo su almacenamiento 

en paquetes sanguíneos (Baek y cols., 2012). La destrucción de los eritrocitos por 

eriptosis dentro de los vasos sanguíneos puede provocar alteraciones de las 

condiciones fisiológicas de la sangre, alteraciones en la coagulación, daño a la 

microcirculación y daños renales entre otros. La eriptosis también puede iniciarse por 

infecciones, enfermedades metabólicas, deficiencias de glucosa 6 fosfato 

deshidrogenada, intoxicación 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 osmótico, estrés mecánico, depleción de energía o 
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incremento de los procesos oxidativos que sobrepasen los sistemas de protección 

antioxidante. Todos estos mecanismos en el proceso de eriptosis está asociado a la 

formación de radicales libres de O2 y que a su vez forman ERO que dañan la 

membrana del eritrocito y por lo tanto aceleran la muerte celular  

Para protegerse contra el daño producido por la presencia de radicales libres 

de O2 que reaccionan con la hemoglobina o cualquier otra metalo-proteína, el eritrocito 

presenta un activo sistema de defensa antioxidante. Además de las diversas moléculas 

con capacidad antioxidante como son las vitaminas C y E, el ácido úrico, bilirrubina y 

glutatión reducido, entre otras diversas proteínas circulantes como son la albúmina 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 Calderón, 2006). 

 

Se ha demostrado que los eritrocitos presentan un sistema antioxidante muy 

eficiente constituido por altos niveles de las enzimas catalasa (CAT) (Cañas y cols., 

1988; Aebi y cols., 1968) y relativamente menores niveles de superóxido dismutasa 

(SOD) (Lynch y cols., 1976), y los componentes del ciclo del glutatión (Van Asbeck y 

cols, 1985). Adicionalmente, la membrana del eritrocito contiene un canal aniónico por 

el que puede pasar el superóxido (O2˙ˉ); este radical en la membrana celular es poco 

permeable, el anión superóxido en el interior del eritrocito es transmutado por la SOD 

intracelular para formar agua oxigenada (H2O2). 

 

La capacidad del eritrocito para metabolizar ERO fue demostrada utilizando 

H2O2, al ser metabolizado, inhibe la generación del radical libre hidroxilo (HO•) y HOCl. 

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 localización en el ambiente 

oxidante podría significar que el eritrocito funciona como un filtro para el exceso de O2˙ˉ 
y H2O2. En consecuencia previene la formación de especies reactivas más tóxicas 

como son el HO• y el HOCl (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 formación 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 cáscara de la papa 

(Singh y Rajini, 2008) y de aceite de semilla (Liu y cols., 2012). Esta protección ha sido 

relacionada a la presencia de flavonoides (Lam y cols., 2007; Asgary y cols., 2005) que 

protegen la membrana del eritrocito contra la deformación. 

 

7. MÉTODOS PARA EVALUAR EL ESTRÉS OXIDATIVO 
 
A pesar de que se han propuesto varios marcadores para evaluar el estrés 

oxidativo, aún existe un amplio campo de investigación para mejorar y evaluar 

diferentes métodos. Actualmente existen diferentes técnicas para determinar estrés 

oxidativo en células y tejidos. Una de las más utilizadas es la técnica del ácido 

tiobarbitúrico (Naito y cols., 2010) (Tabla 11). 

 

Tabla 11. Técnicas utilizadas para determinar estrés oxidativo. 
Técnica Elementos detectados Área de aplicación 

Resonancia por captación de electrones (ESR) 
Resonancia de spin de electrones (EPR) 

Superóxidos                      O2˙ˉ 
Radicales hidroxilo            HO˙ 
Monóxido de Nitrógeno     NO˙ 

Biofísica molecular 

Cromatografía de líquidos (HPLC) MDA Bioquímica 
(ELISA) MDA Bioquímica 
Espectroscopia de masa (MS) Superóxidos                      O2˙ˉ 

Radicales hidroxilo            HO˙ 
Monóxido de Nitrógeno     NO˙ 

Biofísica molecular 

Reacción del Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) en 
fluidos y células 

Lipoperoxidación (MDA) Bioquímica 

Inmunoquímica de fluidos y tejidos. 3-Nitrotirosina Inmunoquímica 
Inmunohistoquímica de células y tejidos. 3-Nitrotirosina Inmunohistoquímica 

 

7.i. Técnica de TBARS 

La técnica de TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances) se utiliza para 

determinar substancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS), y monitorear la 

peroxidación lipídica, que representa los niveles de malondialdehído (MDA), que es un 

producto final, de bajo peso molecular, de la lipoperoxidación (Schuh, 1975), siendo el 

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

malondialdehído, esta técnica no es completamente 

específica para la peroxidación de lípidos. Pero, es 

ampliamente utilizada para determinar y monitorear la 

actividad de substancias oxidantes y antioxidante en 

drogas, productos alimenticios y tejidos biológicos de 

humanos y de animales (Janero, 1998; Callaway, 

1998). Se basa en la reacción del ácido tiobarbitúrico 

(TBA) con el grupo aldehído del compuesto 

malondialdehído, formando TBA-MDA, que es un 

cromóforo rojo-rosado (Figura 15). 

 

Su aplicación en biomedicina es ampliamente utilizado para monitorear a 

diferentes enfermedades en suero, plasma y células sanguíneas (Villa-Caballero, 2000) 

y como auxiliar de diagnóstico clínico (Armstrong, 1994; Estepa y cols., 2001). Los 

tejidos y muestras biológicas contienen productos libres derivados del estrés oxidativo, 

como los hidroperóxidos lípidos y aldehídos (MDA), que reaccionan con el TBARS 

formando aductos cromógenos y fluorescentes de MDA-TBA muy estables y que se 

pueden cuantificar por espectrofotometria de absorción UV o por fluorometría. TBARS 

regresa a sus niveles normales cuando se aplican antioxidantes (Kwon, 1964). La 

técnica de TBARS es de elección para determinar y monitorear la peroxidación lipídica, 

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 años 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. 

 

 

 
Fig. 15. Reacción del Malondialdehído 
con el ácido tiobarbitúrico. 

ÁCIDO 
(CALOR) 
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Tabla 12. Algunos tipos de antioxidantes en la naturaleza. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Actividad 
antioxidante  
de las  
fracciones  
polares y  
no polares 

ANTIOXIDANTES 
NATURALES 

TIPO DE 
ESTRUCTURA 

FUNCIONES ACTIVIDAD 
BIOLÓGICA 

TIPOS ASOCIADOS A SUBTIPO 
Metabolito 
secundario 

FLAVONOIDES 
(son metabolitos 
de medio o bajo 
peso molecular) 

Fenólica  
o  
polifenólica 
(estructura 
aromática) 
Más polar 
y solubles en 
metanol 
 
 
Fitoestrógenos 

Depuración de 
radicales libres 
Quelatación de 
iones metálicos 
(hierro y cobre) 
Inhibición de 
enzimas 
oxidantes 
Antiperoxidación 

Antibacterianos 
Antitrombótica 
Vasodilatadora 
Antialérgica 
Antiestrogénica 
Antiinflamatoria 
Anticarcinogénica 
 
 
 
Antiosteoporósis 

Flavonoles 
Flavonas 
Isoflavonas 
Flavanoles 
Chalconas 
 
Antocianinas 
(son cientos) 

 
 
Glucósidos de 
glucosa, 
galactosa y 
monosacáridos 

 
 
Aglicones de 
antocianinas y 
Antocianidinas 

Carotenoides 
(cáscara) 

Estructura 
lineal. No polar 
solubles en n-
hexano  

   
 
 
Carotenos 

 
Provitamínicos 

-caroteno 
-caroteno 
-caroteno 

 
No 
provitaminicos 

Licopeno 
Fitoeno 
Fitoflueno

 
 
 
Xantófilas 

 
Provitaminicos 


-criptoxantina 

 
No 
provitaminicos 

Luteína 
Zeaxantina 
Cantaxantina 
Equinenona

Tocoferoles Estructura 
lineal. No polar 
solubles en n-
hexano 
Oligoelemento 

   
Vitamina E ó 
Alfa-tocoferol 

  

 

 

8.1. Efectos de los antioxidantes en el organismo 

Estudios epidemiológicos demuestran que una dieta rica en frutas y verduras 

genera menor riesgo de desarrollar cáncer, enfermedades cardiovasculares y crónicas 

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 daño 

oxidativo al ADN, proteínas y lípidos.  

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

de malondialdehído y por lo tanto la lipoperoxidación (Valero y cols., 2011). Extractos 

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

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

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

eritrocito evitando la oxidación de la Hb de la membrana plasmática (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 está relacionada con su capacidad de quelar metales, inhibir la 

lipoxigenasa y la de neutralizar los radicales libres. Los antioxidantes polifenólicos se 

encuentran comúnmente en vegetales, pero sus concentraciones son más altas en las 

frutas. Los Polifenoles pueden actuar como antioxidantes mediante la depuración de 

especies reactivas de oxigeno y nitrógeno y mediante la quelación de iones metálicos 

de transición con actividad redox. También pueden tener un efecto antioxidante 

indirecto por la inhibición de enzimas pro-oxidantes e inducción de enzimas 

antioxidantes. Las propiedades antioxidantes de los flavonoides pueden conferir 

protección contra el daño oxidativo a tejidos, células y constituyentes del plasma 

(Coimbra y cols., 2006). 

 

8.2.i Estructura molecular. Los 

Flavonoides presentan complejas y variadas 

estructuras fenólicas (Middleton y cols., 2000) 

(Figura 16). Más de 4000 estructuras se han 

identificado en plantas (Harborne, 1988). Se 

consumen regularmente un promedio de 23 

mg/día, siendo más fácilmente 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 núcleo común de 

tres anillos con varias substituciones. 

 

 

 

Fig. 16. La estructura básica de los flavonoide esta dada 
por su anillo fenól (a), y de acuerdo al número de anillos y 
radicales OH se forman otro tipo de flavonoides 
polifenólicos, (b) pirocatecol, (c) pirogalol, (d) resorcinol, 
(e) floroglucinol, (f) hidroquinona, (g) ácido gálico, (h) 
flavona, (i) ácido cinámico. 

a 

 

b 

 

c 

 d 

 
e  

f 

  

 

g h i
f 

http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Phenol2.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Pyrocatechol.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Pyrogallol.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Resorcine.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Phloroglucin.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Hydroquinone.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Gallic_acid.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Flavon.svg
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Zimts%C3%A4ure_-_Cinnamic_acid.svg
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Los flavonoides se subdividen de acuerdo a la presencia de un grupo oxi 

(oxígeno) en la posición 4, una doble unión entre los átomos de carbono 2 y 3, o un 

grupo hidroxilo en posición 3 C del anillo (medio) (Figura 16, 17 y 18). Estas 

características parecen ser necesarias para su mejor actividad en diferentes sistemas 

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

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

Los flavonoides son típicos compuestos fenólicos y por lo tanto actúan como 

potentes quelantes de metales y radicales libres, siendo potentes antioxidantes. De 

igual manera se han utilizado para tratar el alcoholismo, enfermedades 

cardiovasculares y muchas enfermedades crónico degenerativas, metabólicas y sus 

secuelas, así como propiedades anti-edad (Middleton y cols., 2000). En el caso del 

tejocote del género Crataeugus mexicana, no se conoce la composición de los 

polifenoles, ni se ha medido su capacidad antioxidante utilizando eritrocitos. 

Fig. 17. Estructura química de flavonoles (quercetina, kaempferol, myricetina, isorhamnetina. 

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

Flavonol R1 R2 
Isorarmnetin OMe H 
Kaempferol H H 
Miricetin OH OH 
Quercetina OH H 

 

Antocianidina R1 R2 
Cianidina H OH 
Delfinidina OH OH 
Malvidina OMe OMe 
Pelargonidina H H 
Peonidina H OMe 
Petunidina OH OMe 
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Su absorción en el organismo se debe a una ruptura de sus anillos por 

efecto de los microorganismos intestinales, produciendo una demetilación y 

dehidroxilación de los ácidos fenólicos (derivados del ácido cinámico y fenoles 

simples), los microorganismos intestinales también poseen glicosidasas capaces 

de romper los flavonoides glicosilados en azúcares residuales. Los flavonoides 

también participan en la reacciones de oxidación y reducción (Redox), como en la 

metilación, glucoronidación y sulfonación. Por lo anterior, su absorción puede ser 

limitada y su detección en plasma también, ya que pueden ser degradados a sus 

subproductos. La aglicona diosmetina y quercetina pueden ser detectadas en 

plásma, pero no en orina, por lo que estos metabolitos también sufren 

degradación en hígado y posiblemente en otros órganos. De esta manera, es más 

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 administró catequina y sus metabolitos, éstos se unieron fuertemente a la 

membrana del eritrocito, generando nuevos sitios antigénicos, con la consecuente 

producción de auto-anticuerpos y producción de anemia hemolítica, 

desapareciendo al suprimir la catequina y consumir otros metabolitos. 

 

Los efectos de los flavonoides en el sistema enzimático de las células 

animales ha sido documentado por varios investigadores (Middleton y cols., 

2000). Dentro de estos efectos tenemos los siguientes: 

a. Kinasa.- La proteína quinasa C (PKC) y la proteína 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 Ca2+ 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. 

e. Adenil ciclasa, transcriptasa, glutation S-transferasa, hialuronidasa, aldehído y 

alcohol deshidrogenadas, amilasa, ADN y ARN polimerasa, citocromo P450, 

son inhibidas por flavonoides de diferentes tipos. 

f. Linfocitos, células NK, macrófagos y monolitos, mastocitos y basófilos, 

neutrófilos, eosinófilos y plaquetas, células endoteliales, células musculares y 

cardiacas, células nerviosas.- Los flavonoides actúan como potentes 

antioxidantes en estas células. 

g. Efectos endócrinos y metabólicos.- Los flavonoides actúan inhibiendo o 

incrementando el efecto de las hormonas. 

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

entre otros tienen efecto antiviral, incluyendo el VIH. 

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

contra la peroxidación lipídica y hemólisis 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 -caroteno que son excelentes antioxidantes, así como un gran 

número de flavonoides.  

 

8.2.ii. Estructura–función de los flavonoides. Debido a su composición 

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 

oxidación, 4) evita la formación del oxigeno singulete, y 5) protector del ácido 

ascórbico, que a su vez proteje a los flavonoides contra la degradación oxidativa. 

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

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

membranas biológicas. 

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

radicales libres, siendo la miricetina aún más activa. El Kaemferol es muy buen 

depurador, aún 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. Inhibición de la lipoperoxidación por acción de los flavonoides. 

Se ha reportado que la peroxidación lipídica puede ser inhibida por los flavonoides, 

actuando como un fuerte inhibidor del O-2 (Baumann y cols., 1980) y atrapador de 

1O2 (Sorata y cols., 1984). Parece que O-2 por si solo, no es capaz de iniciar la 

lipoperoxidación, siendo el HO-2 (la forma protonada de O-2) la que aparentemente 

lo hace en los ácidos grasos polinsaturados aislados. El papel del O-2 parece ser 

menor en la lipoperoxidación. La iniciación de la lipoperoxidación parece ser 

iniciada por el OH y radicales metálicos libres (como es el perferril y el ferril) 

(Halliwell y Gutterigde, 1990) (Figura 3). 

La peroxidación lipídica podría ser detenida en su estado de iniciación, 

inhibiendo los radicales libres, mientras que la cadena de propagación puede ser 

interceptada por inhibidores de radicales peroxilo (PL) como son los antioxidante 

fenólicos. La reacción antioxidante que rompe la cadena de peroxidación por 

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

 

LOO˙ + FL OH   LOOH  + FL  O˙ 
    Donde FL-OH es el flavonoide 

 
La fase de terminación del radical lipídico (L˙), del radical lipoperóxido 

(LOO˙), y del radical alcoxil (LO˙) (formado por la reiniciación de la peroxidación 

lipídica e inducida por iones metálicos), todos ellos por antioxidantes fenólicos, se 

puede representar de la siguiente manera: 

 
LOO˙ / L˙ / LO˙ + A OH   LOOH / LH/ LOH  +  AO˙ 

                                Donde A-OH es el flavonoide (fenol) y  AO˙es el radical fenoxil 

 

Tambien se ha propuesto que los flavonoides reaccionan con los radicales 

lipoperoxidos (LOO˙) permitiendo terminar la reacción en cadena de los radicales 

libres. La oxidación de quercetina y rutina por los radicales de peróxido de laurel, 

es sugerente de dicho mecanismo de terminación (Takahama, 1983). Como 

cualquier molécula rica en electrones, los flavonoides pueden presentar 

autoxidación. Tal es el caso de la quercetina y miricetina (que presentan catecol y 

pirogalol en el anillo B respectivamente, en soluciones acuosas a un pH de 7.5. La 
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autoxidación genera la producción de O-2, H2O2, y OH. Dichos efectos proxidantes 

son de interés en el contexto de su capacidad de citotoxicidad (Canada y cols., 

1990). 

 

8.2.iv. Inhibición de la lipoperoxidación en la membrana del eritrocito 

por acción de los flavonoides. Los flavonoides pueden inhibir al OH e impedir la 

peroxidación lipídica por fotohemólisis, como es el caso de la quercetina y la rutina, 

que se ha demostrado su potencial inhibitorio en diferentes modelos y sistemas 

biológicos como en los eritrocitos (Sorata y cols., 1984, 1988). De igual manera las 

isoflavonas de la soya inhiben la LO y previenen la hemólisis 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 cáscara de papa, rico en los 

polifenoles ácido gálico, ácido protocatecuico, ácido clorogénico y ácido caféico, 

inhibiendo el efecto oxidativo del H2O2 y del FeSO4 en la membrana del eritrocito 

visto con microscopio electrónico de barrido y disminuyó la lisis observada en geles 

de electroforésis. Lam y cols. (2007) demostraron el efecto antioxidante y anti-

hemolítico del 6-gingerol, rapontin, aloe-emodin y barbaloín, inhibiendo de manera 

sinérgica la lipoperoxidación 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 deformación y simetría de la 

membrana del eritrocito con presencia de menor cantidad de acantositos, y la 

inhibición de burbujas o bebbling de la superficie externa de la membrana celular 

expuestos a una alta concentración de glucosa, posiblemente inhibiendo la 

externalización de fosfatidilserina. 

Los efectos de la cocoa para inhibir la formación 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 

inhibierón la hemólisis inducida por AAPH en eritrocitos de rata, posiblemente por 

la unión de los flavonoides por fuerzas electrostáticas sobre los puentes de 

hidrógeno, a la porción polar de los fosfolípidos. 
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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 útiles para la agricultura, la industria, la medicina y 

con potencial alimenticio de diversa índole 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 Náhuatl “tetl (piedra) – xócotl (fruto)”, que 

significa fruta dura y ácida o agria (Cabrera, 1992); similar al nombre que le dieron al 

manzano este mismo grupo étnico, llamandolo texococuahutl (Nieto y Borys, 1993). El 

nombre científico de la variedad que nos interesa en este trabajo es Crataegus 

mexicana (Nuñez-Colín y cols., 2011). 

Se produce del árbol 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 

márgenes serrado. Es un fruto pequeño, globoso y de 

forma oblonga. Fruto común de temporada, pero en 

algunas regiones del país se le encuentra todo el año, 

cuando madura sus tonalidades varían de un amarillo 

anaranjado al amarillo rojizo, es aromático y de buen 

sabor (Figura 20).  

Los españoles 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 zimarrón. En el estado de México 

npeni en lengua otomí. En Michoacán como karhasi en lengua purépecha (Argueta y 

Cano, 1994; López-Santiago, 2008). En inglés se denomina Hawthorn o mexican wild 

crabapples.  

 
Fig. 20. Frutos de tejocote. 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Tejocotes2.jpg
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II.1. Origen 

El género Crataegus se originó en la Era Terciaria, y al parecer, se 

desarrollaron dos líneas paralelas de evolución: 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 hábitat en el Este del Continente Asiático; sin embargo, no se descarta a 

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

Es una fruta que se considera típica de México desde épocas prehispánicas, 

aunque se le encuentra en muchos países del mundo, como Ásia y China. En México 

se han reportado 13 especies en el centro y norte y 2 más en el sur (Phipps, 1997), de 

las cuales 9 o 10 son endémicas, siendo las más comúnmente utilizadas para su 

consumo e industrialización Crataegus mexicana y Crataegus gracilior. Especies de 

este género han sido reportadas en 20 de los 32 estados de la República Mexicana en 

altitudes que van de los 400 hasta los 3,000 m. de altura, en climas húmedos, semi-

secos y secos. Se distribuye principalmente en el Estado de México, Puebla, Tlaxcala, 

Chiapas, Michoacán, Hidalgo y Morelos. En la parte norte del país sobre todo Coahuila 

y Nuevo León, es también comestible el tejocote rojo (Crataegus greggiana). Está 

distribuido en la mayor parte de las zonas montañosas de México, sobre todo en el eje 

neovolcánico (desde el estado de Veracruz hasta el estado de Jalisco), la Sierra Madre 

Oriental (entre los estados de Hidalgo, Tamaulipas, San Luis Potosí, Coahuila y Nuevo 

León), 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 32º de latitud norte, y los cultivados 

entre los 19 y 20º de latitud norte (López-Santiago, 2008). 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/J.B.Phipps
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Crataegus_mexicana&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Coahuila
http://es.wikipedia.org/wiki/Nuevo_Le%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Tejocote_rojo&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Crataegus_greggiana&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Veracruz_de_Ignacio_de_la_Llave
http://es.wikipedia.org/wiki/Jalisco
http://es.wikipedia.org/wiki/Sierra_Madre_Oriental
http://es.wikipedia.org/wiki/Sierra_Madre_Oriental
http://es.wikipedia.org/wiki/Estado_de_Hidalgo
http://es.wikipedia.org/wiki/Tamaulipas
http://es.wikipedia.org/wiki/San_Luis_Potos%C3%AD
http://es.wikipedia.org/wiki/Sierra_Madre_del_Sur
http://es.wikipedia.org/wiki/Chiapas
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II.2. Clasificación Taxonómica 

Del año 372-287 a.de C., en Grecia, el filósofo Theophrastus dio la primera 

descripción del género, dándole el nombre de Krataigos (fuerte, resistente). El género 

Crataegus, está 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 taxonomía de este género se reporta como una de las más complejas entre 

las plantas superiores a nivel mundial (Phipps y cols., 2003), lo cual ha provocado 

serios problemas de identificación y homonimias (Nuñez-Colín 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 taxonomía más actual del género para ejemplares 

mexicanos se describe en la Tabla 13 y 14. En México, el nombre más común para el 

género Crataegus es el “Tejocote”, en especial para Crataegus mexicana. 

II.3. Etnobotánica. 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 años a. de C. en Turquía y Siria. El fruto, la 

raíz y las hojas del tejocote se emplean para aliviar diversas enfermedades en el ser 

humano.  

 

Fig. 21. Distribución geográfica en 
México del tejocote. 
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Tabla 13. Clasificación taxonómica del género Crataegus. 

Serie   Subespecie Sinonimia Localización Geográfica 

1. Parvifoliae 1. C. uniflora    Tamaulipas 

2. Mexicanae 2. C. mexicana   Estado de México, Hidalgo, 
Puebla, Michoacán, Jalisco,     
Guanajuato, Veracruz 

 3. C. stipulosa  C. mexicana Chiapas,        Guerrero,       
Oaxaca,       Veracruz  

 4. C. nelsoni   Chiapas 

3. Crus-galli 5. C. gracilior   Hidalgo, Puebla, Tamaulipas,      
Estado de México, Veracruz, 
San Luis Potosí, Oaxaca, 
Michoacán                                         

 6. C. rosei parryana        

 

rosei         rosei            

 

 

rosei mahindae  

rosei amoena 

 Tamaulipas,         San Luis 
Potosí, Nuevo León,    Hidalgo 

Chihuahua,   Coahuila, Nayarit, 
Durango,   Guanajuato, León, 
Hidalgo, Tamaulipas, Nuevo 
Sinaloa, Queretaro, San Luis 
Potosí 

Tamaulipas, Nuevo León, San 
Luis Potosí 

Coahuila, Nuevo León 

4.Madrenses 

 
7.C. tracyi  tracyi 

coahuilensis  

madrensis  

 Texas, EUA 

Coahuila 

Coahuila y Nuevo León 

 8. C. aurescens   Coahuila y Nuevo León 

5. Greggianae 9. C. greggiana 
 Greggiana  

 

Pepo 

 
Coahuila, Nuevo León, 
Tamaulipas y Texas, EUA  
 
Coahuila y Nuevo León 

 10. C. serratissima   
Hidalgo y probablemente 
Querétaro, San Luis Potosí y 
Nuevo León 

 
11. C. sulfúrea 
   Coahuila y Nuevo León 

 
12. C. grandifolia  

 
grandifolia potosina  Coahuila                             

Nuevo León 

6) Baroussanae 13. C. baroussana Baroussana 
jamensis 

 
Coahuila y Nuevo León  

Coahuila 

 14. C. cuprina   Nuevo León 

 15. C. johnstonii   Coahuila 
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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 hipertensión arterial sistémica (HAS) (Rigelsky y Sweet, 

2002). Lind mostró una disminución en la presión diastólica y sistólica en pacientes con 

hipertensión arterial después de tres meses de tratamiento con extracto hidroalcohólico 

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, pulmonía, resfrío, 

congestión del pecho y dolor del pulmón. Las hojas y flores en infusión (té) se utilizan 

en padecimientos de los riñones, para adelgazar ya que es un excelente diurético y 

limpia las vías urinarias, modera las contracciones en caso de taquicardia y es un 

excelente antiespasmódico; la raíz y corteza se utilizan como excelentes 

antiespasmódicos (Argueta y Cano, 1994). Algunas especies de Crataegus en Europa 

y China se utilizan como remedio para enfermedades cardíacas, sobre todo por su 

efecto cardiotónico que sirve para estabilizar la presión arterial (Nieto y Borys, 2008; 

Özcan y cols., 2005) (Tabla 15). Frutos y flores del género Crataegus presentan 

antioxidantes, entre ellos los ácidos epicaténico y clorogénico (Özcan y cols., 2005; 

Peschel y cols., 2008). 

 

II.4. Composición Fitoquímica 

Existen pocos trabajos en lo referente a la composición y contenido de 

metabolitos secundarios antioxidantes de Crataegus mexicana, posiblemente por la 

gran variedad de especies de tejocote en México (Tabla 16). 

Tabla 14. Clasificación Botánica del Tejocote Crataegus mexicana. 
Superreino Eukaryota Orden Rosales 
Reino Plantae Familia Rosaceae 
Subreino Tracheobionta Subtribu Pirinea 
División Magnoliophyta Subfamilia Maloideae 
Clase Magnoliopsida Género Crataegus 
Subclase Rosidae Especie C. mexicana 

http://es.wikipedia.org/wiki/Presi%C3%B3n_arterial
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Tabla 15.- Especies del género Crataegus que se emplean en el tratamiento de diferentes padecimientos. 

ESPECIE  PAÍS DE USO PROPIEDADES Y USOS EXTRACTOS ESTUDIADOS 
Ó UTILIZADOS 

C. aronia 

(Ljunbuncic y cols., 2005) 

Israel Enfermedades 
cardiovasculares, cáncer, 
diabetes, actividad 
antioxidante 

Extracto acuoso, hojas y 
frutos. 

C. tanacetifolia 

 (Celebi y cols, 2006) 

Alemania 

Turquía 

Insuficiencia cardiaca, reduce 
los niveles de colesterol 

Extracto acuoso, hojas. 

C. laevigata 

(Kirakosyan y cols., 2004) 

Alemania Insuficiencia cardiaca severa Extracto MeOH, hojas flores y 
frutos. 

C. pinnatifida (Min y cols., 
2004) 

Corea, China, Japón Malestares gástricos, diarrea, 
reducción de triglicéridos en 
la sangre 

Extracto MeOH, frutos 
maduros. 

C. oxycantha (Miller, 1998; 
Long y cols, 2006) 

Alemania, Suiza, China Insuficiencia cardiaca, 
antioxidante, anti-inflamatorio, 
digestivo, estimulante 
cardiaco, agente hipotensivo, 
arritmias, diurético, 
antihipertensión 

Extracto EtOH, hojas y frutos. 

C. monogyna (Urbonaviciute, 
y cols., 2006) 

Lituania Antioxidante, enfermedades 
cardiacas, cardiotónico, 
vasodilatador, hipotensivo 

Extracto EtOH, hojas, flores y 
frutos. 

 
 

Sin embargo, en las hojas, frutos, raíces 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, ácidos fenólicos (estructura 5 y 6), ácidos triterpénicos (estructuras 7 y 8), 

ácidos orgánicos 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; Özcan 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 y 

oligoméricas como la procianidina dimérica B2, cianidina-3-O-galactósido, idaeín y 

ácido clorogénico) y flavonoides (flavonol-O-glicosido como la quercetina-3-O-

galactosido (hiperósido), vitexina-2”-O-ramnosido, acetilvitexin-2”-O-ramnosido, 

flavona-C-glicosido, e hiperósido (Froehlichera y cols., 2009; Shao-Jiang y cols., 2011; 

Çalişkan y cols., 2012; Edwards y cols., 2012). 
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Fig. 22.- Estructura química de algunos compuestos del género Crataegus. 
 
 

 

 

 

1. Rutina 3. Vitexina 

 

4. Ramnósido de Vitexina 

 
5. Ácido clorogénico 

 

6. Ácido cafeíco 

 
7. Ácido oleanólico 

8. Ácido ursólico 

 

9.  - sitosterol 

 

H 

H 
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10. Estigmasterol 

 

11. Epicatequina 12. Catequina 

 

2. Hiperósido 
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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, fósforo y hierro, además de que 

presenta un alto contenido de pectina (Higareda y cols., 1995) y azúcares (Franco–

Mora, 2010). 

 

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

 
Higareda, 
1995 

Ozcan,        
2005 

Nieto,      
2007 

Peschel,     
2008 

Franco,    
2009 

Luna,       
2010 

USDA,     
2011 

 

Méndez,      
2013 

Carotenoides 
       26.4+0.02 g/g 

Polifenoles totales 
   

X 8.1-22.3         
mg ác. tánico 

26.13-35.36        
mg ác. gálico 

 2.65+0.23 g/g 
ác.gálico 

Flavonoides 
Flavones            
Apigenin     
Luteonin 
Flavonoles 
Kaempferol 
Myricetin 

       
 
 
0.40        
0.0               
 
0.0       
24.10           

 

Ácido málico 
  

0.99-2.85  1-6% 
   

Ácido epicaténico 
 X       

Ácido clorogénico 
  X      

Vitamina C 
X        

Sales minerales         
P, Ca, Fe        

Glucosa   10.5 %  64-120 mg 
   

 
 

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 
BRUTO 
g 

PESO 
NETO 
g 

ENERGÍA 
kcal 

ENERGÏA 
KJ 

PROTEÍNA 
g 

LÍPIDOS 
g 

HIDRATOS 
DE 
CARBONO 
g 

FIBRA 
g 

VITAMINA 
A (ug RE) 

ÁCIDO 
ASCÓRBICO 
mg 

HIERRO 
NO 
HEM 
(mg) 

AGUA 
(Ml) 

70 60 52 216 0.5 0.4 13.1 1.6 251.1 27.4 1.0 44.4 

 

II.4.i. Carotenoides 

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

identificado con las técnicas de IR, RMN, 1H, 13C y espectrometría de masas, la 

presencia de -caroteno (Méndez y cols., 2013). 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_C
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II.4.ii. Polifenoles 

El contenido total de compuestos fenólicos en C. mexicana con actividad 

antioxidante varía 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 raíz (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). 

 

II.4.iii. Datos del laboratorio de Nutrición de la UAT 

En el laboratorio de química de la nutrición de la escuela de Nutrición de la 

UAT, se ha evaluado la concentración de carotenos y polifenoles (flavonoides) en los 

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

 

Tabla 18. Presencia de Carotenos en frutos de la región de Tlaxcala. 
Fruto Antioxidante Contenido en epidermis  Contenido en epidermis a 
Tejocote (Crataegus m) Carotenos 26.44 g/g Polifenoles 

 
2.37 mg 

Durazno 15.41 ug/g 0.37 mg 
Pera paraíso 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 ácido gálico/g de peso 

 

El tejocote fue el fruto con mayor contenido de carotenos y polifenoles totales. 

De estos trabajos de investigación, se demostró la acción antioxidante del tejocote con 

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

 

Tabla 19. Determinación de la Actividad Antioxidante del Tejocote (Crataegus mexicana) con  DPPH y TBARS, así 
como su IC50 
Menor Polaridad Extracto de: g obtenidos M Trolox AO /DPPH 100ppm IC50 AO /TBARS 100ppm IC50 

- 
 

 
+ 

n-hexano 7.32 11.3 7.43  4.69  
Diclorometano 15.00 12.5 18.53  11.01  
Acetato de etiloa 8.50 16.6 41.46  37.21  
Acetonaa 6.22 17.1 91.56 15.26 80.84 16.78 
Etanolb 10.00 17.1 75.46 54.20 68.94 54.49 
Metanolb 15.00 17.1 87.83 26.64 66.08 27.66 

Mayor Polaridad        
AO = Actividad Antioxidante 
IC50 = Porcentaje de reducción del oxidante 
a = Presencia de carotenoides 
b = Presencia de polifenoles y azúcares 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

Muchos de los problemas metabólicos que aquejan a la población están relacionados 

con el proceso de estrés oxidativo. Existe evidencia sobre el daño que ocasiona la 

oxidación a diversas células en condiciones patológicas, lo que tiene un impacto en la 

membrana y el citoesqueleto de la célula, alterando la fisiología, morfología y su vida 

media. Por lo que es necesario considerar opciones de antioxidantes de origen natural 

que contrarresten dichos cambios, ya que los sintéticos podrían causar efectos tóxicos 

colaterales. Para eso los eritrocitos son un buen modelo biológico para el estudio sobre 

el daño oxidativo.  

 

Considerando que existen en la naturaleza compuestos antioxidantes que podrían 

inhibir estos procesos patológicos, es importante determinar su actividad antioxidante. 

En el caso del tejocote (Crataegus mexicana) es una fruta can características 

fenotípicas específicas y del cual se desconocen sus propiedades antioxidantes en 

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

 

Los antioxidantes derivados de extractos de polaridad media de tejocote (Crataegus 

mexicana) inhiben la lipoperoxidación en la membrana citoplasmática de eritrocitos de 

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

 
 
 
 
 
 
 

V. OBJETIVOS 

 

V.1.  OBJETIVO GENERAL 

Evaluar in Vitro la capacidad de inhibición de la lipoperoxidación en la membrana 

citoplasmática de eritrocitos de seres humanos por extractos de tejocote (Crataegus 

mexicana). 

 

V.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Obtener el extracto orgánico de la fracción de acetona de la epidermis liofilizada de 

tejocote. 

 

2. Cuantificar el porcentaje de inhibición de lipoperoxidación en la membrana 

citoplasmática de eritrocitos humanos con el extracto de acetona a diferentes 

concentraciones. 

 

3. Determinar los cambios morfológicos, 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 proteínas 

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 MÉTODOS 

VI.1. Materiales 

El material y equipo a emplear fué facilitado por el Laboratorio de Investigación 

en Química de la Nutrición de la Licenciatura en Nutrición de la Universidad Autónoma 

de Tlaxcala (UATx). 

VIII.1.1. Agentes químicos y soluciones para TBARS. Para el análisis de 

TBARS se adquirieron los siguientes reactivos de Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO): 

Polifenol (quercetina), sulfato ferroso (FeSO4), NaCl, NaOH, KCl, NaHPO4, KH2PO4, 

ácido tricloroacetico, ácido etilenediaminetetraacetico (EDTA) y ácido 2-tiobarbiturico 

(TBA). 

VIII.1.2. Agentes químicos y soluciones para cuantificar proteínas por el método 

de Lowry. Para determinar la concentración de proteínas por el método de Lowry, los 

siguientes reactivos fueron adquiridos: albúmina de suero de bovino (BSA) [A-7906], 

reactivo de Folin–Ciocalteu (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-ácido carboxilico), 

PBS (9.5 mM, pH 7.4), Na2CO3 2%, NaOH 0.1 N, Tartrato 2% Na/K y CuSO4 1% 

(Sigma-Aldrich Co. St Louis, MO). 

VIII.1.3. Agentes químicos 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). 

VIII.1.4. Agentes químicos y soluciones para cuantificar compuestos fenólicos. 

La concentración total de los compuestos fenólicos fue con el reactivo de Folin-

Ciocalteu, 0.3% HCl, carbonato de sodio (2% Na2CO3) y ácido gálico, que se 

adquirieron de Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO). 

VIII.1.5. Agentes químicos y soluciones para extendidos citológicos y tinción de 

los eritrocitos. La tinción celular se realizó preparando formol amortiguado neutro al 

10%, solución de tinción 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.). 

VIII.1.6. Agentes químicos y soluciones para electroforésis. Para los geles de 

SDS-PAGE los siguientes reactivos se utilizarón: cloruro de sodio, alcohol isobutilico, 
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metanol y ácido acético, adquiridos de J.T. Baker Chemical Company (Phillipsburg, NJ, 

U.S.A.). SDS, Tris, glicina, azúl de coomassie brillante R-250, kit de tinción 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 químicos y soluciones para preparar los eritrocitos y células 

fantasmas. Tubos Vacutainer con EDTA, PBS pH 7.4 y 8.0. 

VIII.1.8. Agentes químicos 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 analítico. 

Las demás soluciones y reactivos químicos incluyendo el agua 2d-deionizada 

(18.3 M, Sistema Milli Q-II. Millipore, U.S.A.), fueron de alto grado y calidad analítica, 

y libre de microorganismos. 

 

VI.2. Métodos 

El presente trabajo de investigación fue de tipo básico, transversal y 

descriptivo. 

VI.2.i. Obtención de los frutos de tejocote. Cuatro kilogramos de los frutos 

de tejocote (Crataegus mexicana) fueron recolectados de la zona de San Pablo 

Apetatitlán, en el Estado de Tlaxcala, México, en los meses de octubre y diciembre del 

2012. El método de colecta y selección fue la denominada colecta dirigida, basado en 

vistas previas y el conocimiento de la localidad indicada, considerando los fenotipos 

superiores en cuanto a tamaño 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 árbol, los cuales fueron llevados al 

laboratorio de química de alimentos de la Escuela de Nutrición de la UAT. 

 

VI.2.ii. Obtención de la epidermis de tejocote. La fruta seleccionada se lavó 

cuidadosamente y la epidermis se separó manualmente de la pulpa, se congeló y se 

liofilizó para eliminar el exceso de agua por 6 horas en una Liofilizadora (Labconco, 

Ind.) a -50º C. Se obtuvieron 36.0 g de epidermis seca, posteriormente fueron molidas 

hasta casi polvo utilizando una malla tamaño 20. Las muestras fueron mantenidas 
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congeladas a -20 oC hasta su uso, solo las muestras de la epidermis fueron estudiadas 

(Méndez y cols., 2013). 

 

VI.2.iii. Preparación de los extractos de tejocote. Treinta gramos de la 

muestra molida fue homogeneizado a temperature ambiente y se realizó la extracción 

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 mantuvierón secos en frascos ámbar 

a 5 oC hasta su uso. Solo el extracto de acetone de tejocote (EPT) fue utilizado para el 

presente estudio. 

 

VI.2.iv. Análisis de la reducción 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 μL del 

extracto de acetone EPT fue preparedo a una concentración de 20 mg/L en DMSO. 

Luego, diluído en etanol frío para obtener concentraciones finales de 4000, 400, and 40 

mg/L. El DPPH fue disuelto en etanol (1 mM). Un total de 50 μL del extracto de acetona 

EPT y 150 μL 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 leyó la absrbancia a 517 nm utilizando un lector de microplatos de Elisa (Bio-

Tek EL800, U.S.A.). El porcentaje de actividad de reducción de DPPH fué calculado y 

expresado como la IC50 (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 estándar. 

 

VI.2.v. Determinación de compuestos fenólicos totales. El contenido total 

de fenoles en el extracto de acetona EPT se determinó 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, evaporarón, y se redisolvieron nuevamente en 10 mL de 

etanol (extracto de etanol). Finalmente, la muestra residual se disolvió en 10 mL de 

H2O (extracto acuoso). Un mL de cada uno de los extractos se aforó a un volume de 

2.5 mL usando 0.3% HCl. Subsecuentemente, 50 μL de las muestra o del estandar fue 

agregado a 1 mL de 2% Na2CO3, seguido de la adición de 50 μL del reactivo de Folin-

Ciocalteu diluído en agua (1:1). Después de 30 minutos de incubación a 25 °C, se leyó 

la absorbancia a 750 nm por medio de un espectrofotómetro (Genesys 10 UV, Thermo 

Electron Co. U.S.A.). El contenido total de fenoles se expreso como el equivalente en 

mg de ácido Gálico por gramo de acetona EPT (GAE/g) utilizando una curva estándar 

de una solución recién preparada de ácido Gálico (concentraciones de 0.2 - 1.0 

mg/mL). 

 

VI.2.vi. Selección de los sujetos y exámen clínico. Se seleccionaron 8 

sujetos del género masculino, con un rango de edad entre 20 y 30 años (DE + 11.1), a 

quienes se les realizó un examen clínico y determinar los criterios de exclusión, 

incluyendo que no presentaran enfermedades crónico-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 formulación comercial. Todos los sujetos fueron 

alumnos de la Licenciatura de Nutrición de la Universidad Autónoma de Tlaxcala (UAT), 

a quienes se les informó del propósito del estudio y se les invitó a participar de manera 

voluntaria y con consentimiento por escrito en el estudio (Anexo III). El estudio se 

explico a todos los sujetos. El estudio fue aprobado por el comité de ética para 

investigación en muestras biológicas de la propia institución, Facultad de Nutrición y 

Facultad de Ciencias de la Salud, de la Universidad Autónoma de Tlaxcala (Anexo I y 

II). También se solicitaron los permisos y autorización respectiva del proyecto ante la 
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Secretaría de Salud del Estado de Tlaxcala y el COFEPRIS y COEPRIS. Se siguieron 

los procedimientos de acuerdo al protocolo en la sección VIII.2.ii., VIII.2.iii., VIII.2.iv., 

VIII.2.v., VIII.2.vi., de la Secretaría de Salud (Anexo IV y V). También se obtuvo el IMC 

de cada sujeto, midiendo cuidadosamente su talla y peso (IMC = peso [kg]/altura [m2]) y 

correlacionarlo con su estado de salud en general. 

 

VI.2.vii. Obtención de las muestras de sangre. La colección 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 investigación para la salud, 

Artículos, 11, 17, 23, 57, 109, 114, y previa autorización del Comité de Ética de la 

Escuela de Nutrición del área de Ciencias de la Salud de la UAT (Anexo I y II). De 

igual manera, se solicitó el permiso (en trámite) al COFEPRIS para el desarrollo del 

protocolo en humanos (Anexo IV y V). Para la presente investigación se utilizó sangre 

venosa obtenida por venopuntura de la vena radial interna por la parte anterior del 

codo, previa asepsia con alcohol etílico de 96º y una gasa estéril. Todo el material 

utilizado está previamente esterilizado y se desecha en depósitos de acuerdo al 

reglamento del manejo y desecho de material orgánico (OPS, 1983). La obtención de 

las muestras de sangre la llevó a cabo por la Q.F.B. Eva Enríquez Olivares, 

responsable del laboratorio de análisis clínico de la clínica 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 mañana, solicitando a los sujetos presentarse en ayunas por lo menos 12 

hrs. 

 

VI.2.viii. Manejo y preparación 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 centrifugación los eritrocitos del plasma sanguíneo. Ya 

separados los eritrocitos del plasma fueron lavados 3 veces en una solución de PBS 

(1:1) (0.1 M (0.2 g KCl, 0.2 g KH2PO4, 8 g NaCl, and 2.16 g NaHPO4.7H2O)/L), pH 7.4 

(con 10% NaOH) a 3600 rpm por diez minutos en cada centrifugación, en cada lavado 
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las células blancas fueron retiradas con pipeta. La muestra de sangre de cada individuo 

se utilizó 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 

lipoperoxidación 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 día de colección, a menos que se requiriéra otro procedimiento. 

 

VI.2.ix. Determinación del volumen sanguíneo y hematocrito. Obtenidas las 

muestras de sangre y centrifugadas, se determinó 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 propósito de determinar la cantidad de eritrocitos 

presentes en la sangre y mantener la misma cantidad durante los procedimientos 

experimentales. Para obtener estos valores se utilizó la siguiente fórmula: 

 
                 CRS                x 100 = % de hematocrito ó fracción decimal 
Volumen total de sangre 

 
 

VI.2.x. Determinación de hemoglobina en sangre. Obtenidas las muestras 

de sangre y centrifugadas, se determinó el volumen total de sangre y se obtuvieron los 

valores del hematocrito, de acuerdo al procedimiento descrito en los antecedentes. Con 

el propósito de determinar la cantidad de hemoglobina en sangre se utilizó la siguiente 

fórmula: 

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

 
 

VI.2.xi. Cuantificación de proteínas por el método de Lowry. 

Inmediatamente después de obtener la sangre de los pacientes, los eritrocitos se 

separaron del plasma por centrifugación 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 sanguíneo, se cuantificó el total de proteínas por el método 

de Lowry, estandarizando el contenido de lípidos de la membrana celular del eritrocito a 



     

  69 

2.66 mg/L, ya que teóricamente existe una relación directa entre proteínas y lípidos en 

su membrana. Se realizó una curva de calibración con albúmina de suero bovino 

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

 

VI.2.xii. Preparación de los eritrocitos 

(CRS) para formar células fantasmas (CF). 

Para este procedimiento se utilizó la técnica de 

resellado de eritrocitos por la técnica de dilución 

hipotónica-hipertónica (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 ºC,  por 24 horas en una 

solución de PBS a un pH de 8.0, lavando y 

centrifugando en varias ocasiones con la misma 

solución, lo que permitió eliminar la hemoglobina. 

Posteriormente se volvieron a colocar los 

eritrocitos en solución de PBS pH 7.4 a la mitad 

del volumen original del hematocrito, lo que 

permite cerrar la membrana del eritrocito y formar 

las células fantasmas, lo cual se monitoreó 

microscópicamente para evitar lisis de las células 

(Figura 23). 

 

VI.2.xiii. Determinación de la lipoperoxidación en eritrocitos y células 

fantasmas sometidas al pro-oxidante FeSO4, para determinar la efectividad del 

antioxidante con la técnica de TBARS. La actividad antioxidante del extracto de 

acetona EPT se estimó usando el método de Ohkawa y cols. (1979). El extracto de 

acetone EPT se preparó en concentraciones de 10, 30, 50, 100, and 1000 mg/L para 

inhibir la peroxidación lipídica inducida por el Fe2+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 

 

 

Fig. 23. Aspecto macroscópico y 
microscópico de las células fantasmas. 
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°C (1:10 p/v) (Domínguez y cols., 2005). El homogeneizado fue centrifugado por 10 

minutos a 3000 g, el sobrenadante fue ajustado a una concentración de 2.6 mg de 

proteína/mL en PBS, para ser utilizado para la cuantificación total de proteínas de 

acuerdo al método de Lowry y cols. (1951). Se utilizó BSA para elaborar la curva 

estándar. Luego, 375 µL (1 mg de proteina) de CRS o CF fueron incubados 

previamente en un agitador orbital con 50 µL de EDTA 10 µM, y 50 µL de cada una de 

las diferentes concentraciones del extracto de acetona ECT a 37 °C por 30 min., y 

obtener una concentración del extracto diluído de 3-50 mg/L. La peroxidación lipídica 

se inició al adicionar 50 µL of FeSO4 (concentración final = 25 µM) (Ng y cols., 2000). 

Pasada una hora las muestras fueron enfriadas sobre hielo, y se agregó 0.5 mL de TBA 

(1% 2-ácido tiobarbiturico en 0.05 N NaOH y 30% ácido tricloroacético, 1:1).Las 

muestras fueron centrifugadas 10 minutos a 3000 g. La peroxidación lipídica y sus 

productos finales en CRS y CF fue determinada por la presencia de malondialdehído 

(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 enfrió en 

hielo y 200 µL de cada muestra y una muestra blanco, se colocaron en un pozo de un 

microplato para ser leídos a una absorbancia de  540 nm. Los resultados de TBARS se 

expresaron como el equivalente de MDA, comparándolo con el estandar 1,1,3,3-

tetrametoxipropano. El porcentaje de inhibición se define como el decremento de la 

formación de TBARS, debido a la quelación del extracto (Esterbauer y Cheeseman, 

1990). La inhibición de la peroxidación lipídica hasta 50% (IC50 μg/mL) en cada extracto 

fue comparado contra el logaritmo de concentración en cada muestra de Crataegus 

mexicana y el porcentaje de peroxidación lipídica inducida por el FeSO4 25 μM (100%). 

 

VI.2.xiv. Peroxidación lipídica inducida con FeSO4 en las CRS para realizar 

el análisis morfológico. El extracto de acetona ECT se diluyó a 5, 10, 100, y 1000 

mg/L en PBS con el pro-oxidante FeSO4 (100 M). Luego, 25 L CRC (~ 125 x 106 

células) se agregaron a cada dilución y se incubaron a 25 °C durante 5, 30, 120, 180 

minutos, 1, 2, 15, 22, 24, y 28 días. 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. Análisis citológico. Las muestras de CRS (2 L = ~10 x 106 células) 

se tomaron de los diferentes tiempos de incubación, extendidos en un portaobjeto de 

vidrio limpio e inmediatamente fijados con formaldehído amortiguado al 10%. Las 

celulas fueron teñidas con HE y un cubreobjeto de vidrio fue colocado para su 

observación al microscopio con objetivo de aumento de 40x, y 100x usando un objetivo 

con aceite de inmersión. Se utilizó un microscópio Olympus CH30RF100 (Olympus 

Optical Co. LTD, Japan) con una cámara digital conectada a una PC y un Sistema de 

análisis de imágen (Motic Images Plus 2.0, Motic China Group Co. LTD) para 

cuantificar los cambios morfológicos estáticos y cinéticos de la CRS. El análisis 

histométrico fue un estudio doble ciego, en el que el único observador no conocía el 

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

 

VI.2.xvi. Determinación de la morfología del eritrocito. De cada muestra de 

sangre (EE y EC) se tomaron 5 L de eritrocitos (0.2% del hematocrito = + 25 millones 

de células) que fueron colocados en 10 L de PBS sobre un portaobjetos de vidrio 

limpio, extendiendo la muestra y realizar una citología de cada fase del procedimiento y 

comparar los cambios entre ambos grupos EE y EC. Las CRS se cuantificaron en tres 

áreas estandarizadas de cada laminilla (0.1 mm x 0.1 mm de cada lado). En cada área 

tres diferentes campos de 70 m cuadrados se seleccionaron para contar los 

eritrocitos. Cambios en la intensidad de color por la tinción (Anisocromía), tamaño 

(Anisocitosis), forma (Poiquilocitosis), inclusiones y otros cambios morfológicos en la 

CRS fueron determinados de acuerdo a la descripción de Mackenzie (2000) y Brecher 

(1972) como sigue: 

Tinción: Normocrómico 

 Hipocrómico 

 Hipercrómico 

Tamaño:  Normocítico (7 – 8 m) 

 Microcítico (menor de 7 m) 

 Macrocítico (mayor de 8 m) 

Forma:  Acantocito (crenada) 
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 Equinocito 

Inclusiones:  Cuerpos de Heinz 

Otros: Hemólisis 

 Esquistocitos 

a. Inicialmente, las células lavadas en PBS fueron observadas a temperatura ambiente 

(~ 23 ºC), directamente sin teñir sobre un portaobjeto, al cual se le trazó un canal de 

flujo con lápiz 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 inmersión de 100X. Las imágenes estáticas y cinéticas fueron 

capturadas con filtro azul y verde utilizando una cámara Kodak con formato SCN < 

30 cm. Se realizaron observaciones al minuto 0, 5, 30, 1h, 2h, 3h, 24h, 48h, 14 y 28 

días. Las células fueron contadas por visualización 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 hemólisis o distorsión de los eritrocitos, 

Posteriormente fueron teñidas, al mismo tiempo, con la técnica de tinción de 

hematoxilina y eosina (HE) (Estrada-Flores y cols., 1982). Ya montadas las 

laminillas. Se seleccionarón tres campos por extendido a 40X (70 x 70 m) y de 

cada uno de estos campos se seleccionaron 3 campos a 100X (70 x 70 m), para un 

total de nueve campos por extendido citológico. De cada campo seleccionado en 

una gradilla milimetrada, se contaron las células dentro de cada campo, excluyendo 

las células que tocaran la línea imaginaria limítrofe. Las células fueron observadas 

bajo el microscopio de luz (Zeiss Primo Star) con un objetivo de 40X y con objetivo 

de inmersión 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 días. Las células fueron contadas por visualización 

directa (Hillery y cols, 1996), utilizando un analizador de imagen (Motif analysis 

systems, E.U.A.).  

 

Se compararon los cambios en la morfología 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 morfología, adhesión y tonicidad del 

eritrocito. Se tomaron microfotografías a 40X de 3 campos al azar y se contaron las 

células con cambios morfológicos. 

 

VI.2.xvii. Dinámica de flujo de las CRS. La dinámica de flujo de las CRS se 

determinó usando un canal de flujo (20 m ancho, 10 m 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 permitió la visualización directa de las células durante el 

tiempo de estudio (Hillery y cols., 1996). Los experimentos se realizaron a 25 °C. El 

portaobjetos limpio se colocó con una inclinación de 5o sobre sobre la platina del 

microscópio para permitir el flujo libre y continuo de las CRS y evitar el estrés por 

fricción. 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 número de células adherentes, crenadas 

(acantocitos y equinocites), y deformabilidad durante el tiempo de flujo, fueron contadas 

por visualización directa con el micoscopio y filmadas con un sistema de video imagen 

(20 imágenes por segundo), permitiendo imágenes multidireccionales de los eritrocitos. 

Para evitar el fenómeno de deformación o formación 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. Análisis del eritrocito por electroforésis en geles de SDS-PAGE. 

La concentración y estandarización de las proteínas en las CRS fue por el método de 

Lowry. 

 a. Preparación de muestras y geles.- Posterior a la obtención, aislamiento de 

los eritrocitos y preparación de células fantasmas, 25 L de las células (1 L = 5x10-

6/L) se colocaron en 20 L de solución solubilizante en condiciones normales y no 

denaturantes (0.125M Tris-HCl, 4% SDS, 20% glicerol, pH 6.8, 0.002% azúl de 

bromofenol) y sonicados en baño maría a 100 0C 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 corrió a 

100 V con corriente constante hasta que el frente azul del gel alcanzara la porción 

inferior de la cámara. Un aparato para minigeles (Mighty Small II vertical slab unit; 

Hoefer Scientific Ins., San Francisco CA., U.S.A.) fue utilizado para este propósito. 

b. Tinción de los geles. Los geles fueron fijados y teñidos sucesivamente con 

0.1% de azúl de coomassie R250 en metanol-agua-ácido acético (1:8:1) y tinción de 

plata. Para obtener un buen patrón de tinción azul y violeta de las bandas, los geles se 

tiñeron inicialmente con la solución de azul de coomassie por una hora y desteñidos 

gradualmente con varios cambios de solución desteñidora (metanol-agua-ácido acético 

1:8:1), durante 60 minutos hasta que se observaran las bandas teñidas, debido a las 

diferencias en la glicosilación de las proteínas que dan diferentes patrones de 

intensidad con la misma cantidad de proteínas celulares, los geles fueron teñidos con 

tinción de plata dando un patrón amarillo-negro. 

 

c. Identificación de proteínas 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 proteínas de membrana y del 

citoesqueleto fueron mapeadas e identificadas de acuerdo a su relativa movilidad en el 

gel y patrón de tinción, 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 tamaño e intensidad de tinción como: Ausente (-), 

presente (+-) y de alta intensidad y tamaño (+). Sin embargo, debido a la subjetividad 

inherente de estos parámetros, las moléculas fuéron tambien clasificadas como 

presentes y ausentes. Se tomaron fotografías con cámara digital y se comparó la 

presencia y número de bandas en los geles. 

 

VI.2.xix. Análisis estadístico de los resultados 

La edad, hemoglobina, hematocrito, volumen total de sangre, volumen globular 

y concentración de proteínas obtenidos de los sujetos que participaron voluntariamente, 

se presentaron como media + error estandar (EE). 

La cantidad de MDA fue utilizada para calcular el % de inhibición de 



     

  75 

lipoperoxidación en eritrocitos y células fantasmas y fue expresado en promedio ± EE. 

Con una ANOVA de una vía se comparó la capacidad de inhibición del extracto de 

acetona EPT a diferentes concentraciones en relación a la cantidad de MDA inhibido 

por la quercetina en CRS y GCs. 

El conteo del total de CRS se presentó como la media + EE. Para identificar 

diferencias signficativas se utilizó una ANOVA de dos vías de medidas repetidas 

considerando como primer factor el uso de extracto de tejocote y como segundo factor 

el tiempo de incubación; finalmente se utilizó una Posthoc de Bonferroni, para 

determinar diferencias entre grupos. 

La concentración total de proteínas en las membranas de los eritrocitos (células 

fantasmas) fueron calculados a partir de un análisis de regresión lineal obtenido de un 

estandar de BSA a diferentes densidades ópticas (Conc = a* Abs + b). 

Un valor de P<0.05 se consideró estadísticamente significativo. Todos los 

experimentos se realizarón por triplicado (n = 3). El programa GraphPad Prism (v.5.01, 

para Windows) se utilizó para este propósito. El programa para computadora SigmaPlot 

11.0 fue utilizado para los análisis estadísticos y graphPad Prisma para graficar los 

resultados obtenidos. 
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VII. RESULTADOS  

 

VII.1. Obtención de extractos de tejocote. Se recolectaron 6.255 Kg de frutos 

de tejocote (Crataegus mexicana), seleccionándose 50 frutos (500 g). Se obtuvo un 

total de 38.8 g de epidermis liofilizada. De la epidermis liofilizada y seca se utilizó 

únicamente 30 g de muestra biológica 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. Cuantificación de compuestos fenólicos totales, captura de 

radicales libres por DPPH y determinación del IC50. El total de contenido de 

polifenoles en 2.222 g de epidermis seca fue de 0.68 ± 0.001 mg del equivalente de 

ácido gálico/g. La cantidad de DPPH reducido fue cuantificado midiendo el decremento 

en absorbancia de DPPH por acción del extracto de acetona EPT. El IC50 del extracto 

de acetona EPT, para reducir radicales libres fue de 15.26 + 0.20 mg/L comparándolo 

con el IC50 del antioxidante puro quercetina 5.37 + 0.14 mg/L. Se observó 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 análisis de las muestras de 

sangre. Se colectó sangre de 8 donadores voluntarios del sexo masculino con un 

promedio de edad de 32 años, peso promedio de 59.9 Kg y el IMC de 21.4 + 5.2kg/m2, 

todos clínicamente sanos al momento de tomar las muestras de sangre, determinado 

por un interrogatorio clínico de sus antecedentes patológicos y no patológicos. Cuatro 

de los sujetos tenían sangre O-, dos O+, dos con AB+ y uno con A+. Se obtuvieron 14 

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

 

VII.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) (Gráfica 1). 
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Gráfica 1. Volumen total y VGM  de las catorce muestras obtenidas 

 

VII.3.b. Determinación del Hematocrito. El 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 parámetros normales para un hematocrito en hombres (rango 

normal 0,40 - 0,50) (Gráfica 2). 

 
Gráfica 2. Porcentaje del hematocrito en las muestras estudiadas. 

     Las lineas rojas señalan los rangos promedios (0,45 – 0,55). 
 

 
VII.3.c. Determinación 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 (Gráfica 3). 
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Gráfica 3. Valores de la hemoglobina total en las muestras estudiadas. 
     Las lineas rojas señalan los rangos promedios (12.5 – 16.5). 

 
 

VII.3.d. Cuantificación de proteínas totales por el método de Lowry. En cada 

sujeto, se cuantificaron por duplicado las proteínas totales posterior al lavado con PBS, 

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

 

VII.4. Determinación de la lipoperoxidación 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 lípidos 

saturados y no saturados, así como ácidos 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 utilizó el ión ferroso (Fe2+) que es capaz de formar 

peróxidos lipídicos que inducen la formación 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 

describió previamente en material y métodos. Se realizaron 16 corridas experimentales 

por triplicado de las muestras de sangre. En todos los casos la reacción al ácido 

tiobarbitúrico fue positiva. 

 

El promedio general del porcentaje de inhibición del extracto de acetona de 

tejocote Crataegus mexicana fue de 37.23%, presentando su mayor porcentaje de 

inhibición a 50 ppm con un porcentaje de inhibición de la lipoperoxidación 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 comparación con los porcentajes de 

inhibición de los antioxidantes sintéticos que se utilizaron como controles, quercetina de 

45.48% y -caroteno de 42.61% (dato no graficados). Los resultados se muestran en la 

gráfica 4A, 4B y 4C. 

 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

Extracto de Acetona 

Concentración 
ppm 

Media 
Desviación  
Estándar 

10 31.34 ± 1.46 

30 35.26 ± 2.27 

50 47.91 ± 3.46 

100 39.03 ± 1.41 

1000 34.56 ± 3.03 

 
 

Acetona Quercetina 

Concentración 
ppm Media/DE Media/DE 

10 31.34 ± 1.46 37.86 ± 0.70 

30 35.26 ± 2.27 36.61 ± 0.66 

50* 47.91 ± 3.46 37.19 ± 1.98 

100 39.03 ± 1.41 42.31 ± 3.02 

1000* 34.56 ± 3.03 59.84 ± 2.00 

Gráfica 4A. Porcentaje de inhibición de la lipoperoxidación 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). 

Gráfica 4B. Comparación de los porcentaje de inhibición de la lipoperoxidación 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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VII.5. Cuantificación y cambios morfológicos 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 eriptósis que pudieran alterar o influir en los 

resultados. 

 

VII.5.a. Cuantificación y cambios morfológicos 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 y 

analizadas para determinar cambios morfológicos, en la eriptósis y la hemólisis de los 

eritrocitos. El grado de hemólisis de las CRS con diferentes concentraciones del 

extracto de acetona EPT mostró una correlación entre el tiempo y el daño a los 

eritrocitos durante los 28 días de incubación. Los eritrocitos incubados con altas 

concentraciones del extracto de acetona EPT sufrieron menos daños comparándolos 

con aquellos que fueron incubados con menores concentraciones del extracto de 

Gráfica 4C. Comparación de los porcentajes de inhibición de la lipoperoxidación 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 
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acetona EPT, observándose directamente en los tubos la presencia de menor 

acumulación de hemoglobina en la solución 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 aplicó extracto de tejocote y fueron colocados en PBS 

con y sin FeSO4 y (B) el grupo experimental al cual se le aplicó el extracto de tejocote  

(concentracion 1:100 v/v) con FeSO4. En ambos casos se hicieron observaciones al 

microscopio con células fijadas y teñidas con HE para determinar la morfología celular. 

El grupo control que corresponde a los eritrocitos colocados en PBS y PBS/FeSO4 

presentó en los extendidos citológicos cambios morfológicos y cinéticos muy marcados, 

observándose a los 5 minutos eritrocitos microcíticos, hipocrómicos, globocitos, 

congregación y coagulación, así como hemólisis celular a los 30 min. (Figura 24). 

 

 
 

Fig. 24.- Imagen microscópica 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 

presentó pocos cambios a los 5 minutos, observándose únicamente escasos 

microcitos, a los 30 minutos ya se observan estomatocitos y espinocitos, y a los 28 días 

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

 

 
 

Fig. 25.- Imagen microscópica a los 5 min. (A - microcito, B - espinocito, C - estomatocito), y a los 28 días (D – conservan 
su membrana) de eritrocitos con extracto de tejocote y sulfato ferroso. 

 

A B 

A B C D 
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Estos resultados sugieren un menor nivel 

de hemólisis y daño en la membrana de los 

eritrocitos, ya que mantienen su color y existe 

menor velocidad en la formación del coágulo o 

coagregación de los eritrocitos, indicando 

menores cambios reológicos en la superficie de 

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 daño a las 

células utilizando haptoglobina como antioxidante 

en los eritrocitos de cuyos de guínea.                                                                                                       

 
 
Fig. 26. Efecto del incremento de las 
concentraciones del extracto de acetone EPT de 
Crataegus mexicana en la lesión producida a las 
CRS a diferentes tiempos de incubación (izquierda a 
derecha): CRS/PBS, CRS/PBS/FeSO4, 
CRS/PBS/FeSO4/ con 5, 10, 100, y 1000 mg/L 
acetone EPT respectivamente. Las muestras 
muestran menor liberación de hemoglobina en el 
medio de incubación, conforme pasa el tiempo y se 
incremeta la concentración del extracto de acetona 
EPT. 

 

El proceso de hemólisis es más rápido en CRS que no fueron incubadas con el 

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

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

el proceso de hemólisis comienza posteriormente. Todos los cambios morfológicos 

fueron descritos independientemente al igual que la suma de estos cambios.   

 120 min. 

Día 2 

Día 7 

Día 14 

Día 28 
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Fig. 27. Efectos del extracto de acetone EPT en el contorno y la morfología 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 M. 
La morfología celular fue examinada con microscopio de luz. Fotos A-F CRS incubadas en PBS/FeSO4; Fotos G-L CRS 
incubadas en PBS/FeSO4/100 mg/L del extracto de. HE 100x, utilizando diferentes filtros del microscopio, Bar = 10 m.                                                                                                                                                    

 

(1) Eritrocitos Normocíticos y Normocrómicos. 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 más 

fácil en los eritrocitos tratados con el extracto EPT, en comparación con aquellas no 

tratadas con el extracto, ya que el extendido citológico en las células no tratadas 

presentó grandes cantidades de agregados celulares que hicieron difíciles separarlas 

unas de otras. El extendido citológico de las CRS tratadas con el extracto de acetona 

EPT fue más homogéneo y las células presentaron mejor separación entre ellas, esto 

podría 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 

periódo de tiempo. Cambios morfológicos y hemólisis de las CRS fueron evidentes a 

los 180 minutos, tanto en los eritrocitos control como los incubados con el extracto de 

acetona EPT; la hemólisis 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 hemólisis de 

las células empieza posteriormente, mateniendo algunas células su morfología hasta 

por 28 días (Fig. 27K-L). La cuantificación total de las CRS mostró el efecto del 

extracto de acetona EPT (P=0.0078), durante el tiempo de incubación en minutos y 

días (P=0.001). De manera similar, una relación entre la concentración del extracto y la 
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respuesta de los eritrocitos fue observada en los diferentes tiempos de incubación. 

 

(2) CRS Anisocíticas. Un incremento en el número de eritrocitos microcíticos 

se observó durante los primeros 120 minutos, tanto en las células incubadas en 

PBS/FeSO4 como en las células incubadas en PBS/FeSO4/acetona EPT. Posterior a la 

formación de microcitos, se observó 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 días. Esto sugiere que la formación de 

células crenadas y el proceso de eriptósis se retarda con el extracto de acetona EPT 

(Fig. 28b). No se observó ningún efecto en la formación de células microcíticas por el 

extracto de acetona EPT (P=0.21), sin embargo el tiempo de incubación (P=0.0001) y 

la interacción del extracto con las células (P=0.0026) induce la formación de microcitos. 

 

(3) Crenadas, acantocitos. La oxidación de las principales proteínas 

estructurales del eritrocito, la espectrina y la actina, que forman la red del citoesqueleto 

de la submembrana de las CRS, induce cambios morfológicos y viscoelásticos en la 

membrana celular, observándose con la formación de burbujas (blebs) en la superficie 

de la células (Fig. 27B – C, y 28c). Las CRS con el extracto de acetona EPT mostraron 

una inhibición temprana en la continua formación de estas burbujas durante el 

fenómeno oxidativo, por lo tanto también se inhibió el proceso de eriptosis y la 

hemólisis durante la vida media del eritrocito (Fig. 27I – L, y 28c), comparándolas con 

las CRS del grupo control. Estos datos sugieren que el extracto está actuando y 

reduciendo la deformación del citoesqueleto de la membrana causada por el efecto 

oxidative del FeSO4, durante el proceso de de la lipoperoxidación de los fosfolípidos en 

la bicapa lipídica, probablemente inhibiendo la oxidación de las cadenas laterales de 

los residuos de amino ácidos, la formación de uniones entrecruzadas de proteínas-

proteínas y la oxidación de la columna principal de proteínas del citoesqueleto en el 

eritrocito. Los cambios morfológicos durante las primeras 24 horas, alcanzaron su pico 

máximo a los 120 minutos en los eritrocitos no tratados con el extracto. Una menor 

formación de células crenadas está relacionada con el factor extracto de acetona EPT 

(P=0.0067), tiempo (P=0.0001) y factores de interacción (P=0.0001). Estos cambios 
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morfológicos se han descrito como Tipo I y II Brecher y Bessis (1972) durante el 

proceso de eriptosis de las CRS. Como ya se mencionó, 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 

morfológicos en las CRS son más evidentes. El proceso oxidativo y la crenación en las 

CRS genera la formación de prolongaciones espiculadas en la membrana, debido a la 

deformación de la membrana por la oxidación de lípidos y proteínas 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 inhibió la 

formación de equinocitos, posterior a la formación de acantocitos, retardando la 

deformación de las células y el proceso de hemólisis (Fig. 27I – K, y 28d). Una acción 

dependiente del tiempo en la formación de equinocitos (P=0.0001) y su interacción con 

el extracto de acetona EPT fue observada (P=0.0067). Estos cambios morfológicos en 

la membrana celular del eritrocito se han denominado como Tipo III (Brecher y Bessis, 

1972), con diferentes fases en la deformación de la membrana, ésta es considerada 

como una alteración morfológica irreversible durante la vida media del eritrocito y por lo 

tanto en el proceso de eriptosis. El proceso biológico en la formación de acantocitos 

mediada por la formación de radicales libres en las proteínas de la membrana es 

similar en los equinocitos cuando son oxidados por el FeSO4.  

 

(4) Cuerpos de Heinz. La oxidación 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 formación de precipitados 

visibles en la porción interna de la membrana celular de las CRS. El extracto de 

acetona EPT fue capaz de inhibir la formación de estos cuerpos desde el principio de 

los experimentos in vitro hasta por 24 días. Las CRS sin el extracto de acetona 

iniciaron la formación de los cuerpos de Heinz al minuto 30, incrementando su 

formación en los siguientes minutos y días. El incremento de los precipitados de 

hemoglobina se asoció a la distorsión de los eritrocitos en la fase final de la formación 

de los acantocitos, durante el proceso de eriptosis. 
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Fig. 28 (a) Comparación cuantitativa entre CRS totales en 

PBS/FeSO4 (•), y CRS en PBS/FeSO4/acetona EPT (o) y el 

tiempo. Inserto: Microscopía de luz de CRS normocíticas y 

normocrómicas a los 5 minutos. HE 40x, bar = 10 m. 

 

 

(b) Interacción entre CRS microcíticas en PBS/FeSO4 (•) y 

CRS microcíticas en PBS/FeSO4/acetona EPT (o) y el tiempo. 

Tambien CRS macrocíticas en PBS/FeSO4 (▼) y CRS 

macrocíticas en PBS/FeSO4/acetona EPT (⌂). Inserto: 
Microscopía de luz de un microcito observado a 180 minutos. 

HE 100x, bar = 10 m. 

 

 

(c) Interacción entre las CRS en PBS/FeSO4 (•) y CRS en 

PBS/FeSO4/acetona EPT (o) y el tiempo. Comparando la 

presencia y ausencia de acantocitos. Inserto: Microscopía de 

luz de acantocitos. Se observa la formación de burbujas 

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

 

 

(d) Interacción entre CRS en PBS/FeSO4 (•) y CRS en 

PBS/FeSO4/Acetona EPT (o) y tiempo. Comparando la 

presencia y ausencia de equinocitos. Inserto: Microscopía de 

lúz de equinocitos. Formación de estructuras en forma de 

espinas son observadas en la superficie de la membrana 

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

 

(e) Interacción entre las CRS en PBS/FeSO4 (o) y CRS en 

PBS/FeSO4/Acetona EPT (•) y el tiempo. Comparando la 

presencia y la ausencia de cuerpos de Heinz a diferentes 

tiempos. Inserto: Microscopía de lúz de CRS donde cuerpos de 

Heinz se observan en las células a 180 minutos. HE 40x, bar = 

10 m. 

Medias ± EEM de tres diferentes experimentos, cada uno por 

triplicado. Diferencias estadísticas con el análisis de corrección 

de Bonferroni *  
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Estos datos sugieren que el extracto de acetona EPT inhibió el proceso de 

oxidación 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 hemólisis continuó y comenzó la formación de los esquistocitos. Estos cambios 

duran más en el grupo control en el cual la formación de los cuerpos de Heinz y la 

hemólisis tomó menos tiempo (Fig. 27B, 27I, y 28e). 

 

(6) Esquistocitos. La formación de esquistocitos se observó en el primer día 

de incubación, esto es debido a la deformación, formación de burbujas (bebbling) y 

separación de liposomas de la superficie de la membrana celular hasta ser 

completamente degradada (Fig. 27D - E). Sin embargo, los esquistocitos se 

observarón en las CRS incubadas en el extracto de acetone EPT hasta por 28 días, 

debido posiblemente a que las células mantienen por más tiempo su membrana celular, 

lo que se deduce observando los resultados y gráficas en los diferentes experimentos 

(Fig. 27K). 

 

VII.6. Dinámica de flujo, cambios cinéticos y morfológicos de las CRS. 

Para evaluar la potencial contribución del extracto de acetona EPT para inhibir 

cualquier cambio morfológico por la oxidación de lípidos y proteínas en la membrana 

celular, el promedio de flujo de las CRS, adhesión y cambios morfológicos 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, comparándolas con las células incubadas solo en PBS/FeSO4, cuyas 

células se deshidrataron en menos de 6 minutos. Los cambios morfológicos, como 

sería la formación de acantocitos y equinocitos, fueron observados y grabados. Las 

células incubadas solo en PBS mostraron mayor adhesión y presentó cambios 

morfológicos y cinéticos muy marcados, observándose a los 5 minutos eritrocitos 

microcíticos, hipocrómicos, globocitos, congregación y coagulación. En solución de 

PBS in vivo/vitro, se observan con poca movilidad o estáticos, volviéndose microcíticos 

e hipocrómicos en 5 minutos. A los 30 minutos y 28 días existió completa hemólisis 
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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, Gráfica 5) sin cambios 

mayores en su morfología.  

 

 
Fig. 29. Cambios morfológicos representativos de un eritrocito in vitro posterior a la exposición 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 comparándola con una célula del 
grupo control (no mostrada). (A) normocito, (B) inicio de la fase I, (C) inicio y crenación de la fase II, (D) formación de acantocito 
y bebbling en la fase II, (E) equinocito en el inicio de la fase III, (F, G, and H) inicio d la formación de vesículas apoptóticas y 
disrupción de la membrana celular, (I) formación de esquistocitos, y (J) esquistocitos y lisis celular.  
 

Es particularmente notable en este experimento, lo que sugiere que las CRS 

mantienen sus características morfológicas y micro-reológicas en las concentraciones 

micromolares en la que se utilizó el extracto de acetona EPT. Esto podría deberse a 

que no existe oxidación de lípidos o proteínas en la membrana celular de las CRS, por 

lo tanto no hay deshidratación ni crenación, lo que reduce la deformación 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 continuará su proceso de 

eriptosis, de aquí que poco a poco la célula perderá sus propiedades biológicas y 

finalmente el eritrocito será lisado. 
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Cinética del Eritrocito con y sin Extracto de 
Tejocote
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Gráfica 5. Cinética y cambios morfológicos en el eritrocito con y sin extracto de tejocote: 5. Movilidad alta, normocítico, 
normocrómico; 4. Movilidad media, normocítico, normocrómico, espinocito, estomatocito, dacriocito; 3. Movilidad baja, 
normocítico, hipocrómico; 2. Movilidad nula, microcítico, hipocrómico, anisocitosis, poiquilocitosis, 1. Movilidad nula, microcítico, 
hipocrómico, cambios morfológicos; 0. Movilidad nula, cambios morfológicos, hemólisis celular. (Resultados de 8 experimentos) 
 
 

VII.7. Análisis del eritrocito por electroforésis en geles de SDS-PAGE. El 

patrón de bandas de algunas proteínas del citoesqueleto de las CRS se tiñeron e 

identificaron en los geles de SDS-PAGE. La intensidad de tinción de las bandas se 

observaron en casi todos los diferentes tiempos de incubación de las CRS y con las 

diferentes concentraciones del extracto de tejocote. El análisis cualitativo mostró que 

algunas bandas mantienen su intensidad de tinción en relación a la mayor 

concentración del extracto de acetona EPT. En estos experimentos siete bandas 

principales se observaron al día 1 del experimento (Fig. 30).  

La intensidad de color y el tamaño de algunas bandas se mantuvieron durante 

mayores periódos de tiempo y con mayor concentración del extracto, lo que sugiere un 

efecto protector antioxidante del extracto de acetona EPT en las proteínas del 

citoesqueleto de las CRS. Estas observaciones están relacionadas a los cambios 

observados en el curso del tiempo de incubación, en donde a mayor concentración del 

extracto es menor la lesión a las CRS. Esto soporta el hecho de que el citoesqueleto 

celular es protejido contra el daño oxidativo inducido por el FeSO4, por lo tanto, las 

células mantienen su morfología y características reológicas sobre un mayor periodo de 

tiempo. 
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Fig. 30. Análisis de la caracterización y mapeo del patrón molecular de las proteínas presentes en eritrocitos a diferentes 
tiempos de incubación con extracto de acetona de Crataegus mexicana a 100 ppm. Se observa que el número de bandas, la 
intensidad de tinción 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 utilizó la 
misma cantidad de eritrocitos (células totales) en el día 0 (35 g/5 L por línea, y subsecuentemente 5 L por línea). 

 

 

Tabla 20. Distribución de las bandas y patrón molecular de las proteínas en las CRS con y sin el extracto 
de acetona EPT a diferentes tiempos.  

M
o

le
c
u

la
s
* Tiempo de incubación 

1 h día 6 día 7 día 9 día 13 día 19 día 27 Día 28 

C E C E C E C E C E C E C E C E 

banda 1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ + + +- +- + + + - - - 

 Banda nueva        + - + - +- - - - - 

banda 2 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +- + - +- - - - - 

banda 3 +++ +++ +++ +++ +++ +++ + +++ +- ++ - +- - - - - 

banda 4 +++ +++ +++ +++ +++ +++ + ++ ++ ++ - - - - - - 

banda 5 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +- ++ + +++ - - - - 

Banda nueva         + + - +- - - - - 

Banda nueva            +- - - - - 

banda 6 + + + + + + - + - -+ - -+ - +- - - 

Banda nueva             +- + +- + 

banda 7 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ 

Banda nueva             ++ ++ ++ ++ 

Valores son el número de bandas en las CRS indicadas en cada caso. 
* Moléculas clasificadas de acuerdo al tamaño 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 patrón de las bandas se comparó 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 proteínas del citoesqueleto. El patrón de 

Eritrocitos/PBS/FeSO
4 

10 mM  

Eritrocitos/PBS/FeSO
4 

10 mM /Extracto de acetona 100 ppm 
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bandeo de algunas proteínas se observarón en algunos casos hasta el día 28 si las 

proteínas de las CRS se incubaron con el extracto de acetona EPT, en comparación las 

proteínas en el grupo control sin el extracto fuerón degradas en menor tiempo, y 

algunas de ellas en algún punto de la incubación desaparecieron (Fig. 31). Debido a 

que el patrón de las bandas fue constante en cada una de las concentraciones, solo 

mostramos el patrón de las bandas con el extracto de acetona EPT a una 

concentración de 100 mg/L. Estas observaciones fueron cuantificadas (Tabla 20). 

 

 

 
Fig. 31. Determinación de las proteínas de membrane en las CRS en un gel representative de SDS-PAGE teñido con azúl de 
coomassie brilliant blue R250. Diferencias y variabilidad en el patron molecular (flechas) entre diferentes concentraciones del 
extracto de acetone EPT al día 7 (canal 1- CRS control, canal 2- PBS/FeSO4, 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 día 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 día 1. Un L 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 incubación. Esto hace más claro que incubar a las CRS en extractos que contengan 

polifenoles mejora el efecto antioxidante sobre las proteínas del citoesqueleto celular. 

Algunos pro-oxidantes como el H2O2, Fe2+-ascorbato y el AAPH son capaces de 

inducer alteraciones en la membrana del eritrocito, disminuyendo las proteínas del 
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citoesqueleto que generan una serie de cambios en la morfología y propiedades 

reológicas de las células (Battistelli y cols., 2005; Srour y cols., 2000). En el presente 

trabajo de investigación, el uso del pro-oxidante FeSO4 es responsable del ataque 

oxidativo, induciendo estos cambios y la subsecuente fragmentación no enzimática de 

las proteínas y la deformación 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 daño oxidativo, disminuyendo los cambios morfológicos y retrazando 

el proceso de eriptosis y la hemólisis. 
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VIII. DISCUSIÓN  

 

El tejocote Crataegus mexicana es una fuente natural de antioxidantes 

polifenólicos (García-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 demostró y confirmó por el análisis de TBARS, las 

evidencias en la morfología celular y el patrón de las proteínas en los geles de 

electroforesis usando diferentes concentraciones del extracto. Los resultados con 

TBARS mostraron una relación directa, con bajas dosis del extracto de acetona EPT 

para inhibir la formación de MDA, durante la peroxidación lipídica inducida por el FeSO4 

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 FeSO4 induce lesiones en la membrana celular, hemólisis y cambios 

morfológicos en las CRS. Sin embargo, con la presencia a diferentes concentraciones 

del extracto de acetona EPT se inhibieron estos cambios y daños celulares, 

extendiendo la vida media del eritrocito bajo las condiciones experimentales utilizadas. 

Los cambios morfológicos asociados con el proceso de eryptosis se retardaron durante 

el tiempo que duró el experimento. Las células crenadas, los acantocitos y equinocitos 

se observaron por mayor periodo de tiempo, antes de presentarse el proceso de 

hemólisis y que la formación de esquistocitos se llevara a cabo, lo que indica un retardo 

en la eriptosis. Esta protección otorgada por el tejocote se observe durante las primeras 

24 h del experimento, comparándolo con el grupo control en donde la eriptosis y la vida 

media del eritrocito son significativamente más rápidas.  

Zhu y cols. (2005) determinaron el efecto antioxidante protector en ratas que 

consumieron cocoa inhibiendo la hemólisis 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 demostró la inhibición por largos periodos de 

tiempo de los cambios morfológicos y la hemólisis inducida por el FeSO4, con 

diferentes concentraciones hasta por 28 días. 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 lipídica de la célula. 
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Los cambios en el número, movilidad relativa e intensidad de tinción en las 

bandas de las proteínas observadas en los geles de electroforésis indican que las 

proteínas del citoesqueleto son susceptibles de ser oxidadas por el pro-oxidante FeSO4 

durante la vida del eritrocito bajo las condiciones experimentales. Aún más, las CRS 

incubadas con las diferentes concentraciones del extracto de tejocote mostraron un 

mayor número de bandas y la conservación de las bandas y la intensidad de tinción fue 

más intensa en algunas proteínas durante los diferentes tiempos del experimento. Esto 

podría indicar que el extracto de tejocote contribuye de alguna manera en la inhibición 

de la oxidación de proteínas por un mayor periodo de tiempo, probablemente 

protegiendo los grupos –SH de las proteínas contra la oxidación. También pueden 

inhibir la habilidad de la proteasas de degrader formas oxidadas de otras proteínas, y 

por lo tanto incrementar la resistencia celular al estrés oxidativo (Asgary y cols., 2005).  

El retraso en la oxidación de proteínas y su polimerización tienen una relación 

en la estabilidad y la morfología del eritrocito. La membrana bilipídica y la estabilidad de 

las proteínas podría estar relacionaa a las concentraciones de antioxidantes presentes 

en el extracto de acetona EPT de Crataegus mexicana, reduciendo la deshidratación 

celular, la pérdida de K y otros cambios osmóticos (Wandersee y cols., 2005). Esta 

protección en las proteínas del citoesqueleto se relaciona a la mejor forma y tamaño del 

eritrocito, comparándolo con aquel sin extracto de tejocote de Crataegus mexicana. La 

reducción que se observó en el número e intensidad del patrón de las bandas, podría 

estar relacionado al incremento de la proteolisis o la inestabilidad de las bandas, lo que 

no sería considerado totalmente cierto dadas las observaciones que fueron similares en 

todos los experimentos con las CRS, comparándolas con las CRS con o sin el extracto  

de acetona EPT. La fisiopatología de estos cambios deberá ser determinada en futuros 

estudios utilizando antioxidantes purificados. 

La deformación de las CRS es un factor importante en la reología de la sangre 

(Bronkhorst y cols., 1995; Dupire y cols., 2012) y está relacionado a propiedades 

importantes de las células, flujo sanguíneo y enfermedades de la sangre. La 

deformación es el resultado de diferentes propiedades mecánicas y geométricas de las 

CRS, y es determinante para la estabilidad de los lípidos de la membrana y las 

proteínas del citoesqueleto de la célula. La consecuente disrupción del citoesqueleto de 
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la membrana por cualquier proceso oxidativo podría ser el responsable de la formación 

de las burbujas (bebbling) en las CRS (Liu y cols., 2012; Spangler, 2011). Además, el 

estrés hidrodinámico y la oxidación de proteínas y fosfolípidos también puede inducir 

cambios morfológicos y reológicos en la célula. Los extractos de acetona de Crataegus 

mexicana fueron capaces de inhibir el estrés oxidativo, manteniendo la integridad 

estructural y la morfología de las células, con menos cambios y daños en la morfología 

del eritrocito bajo las condiciones experimentales. El extracto de acetona EPT retarda 

el proceso de eriptosis, así como la formación 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 oxidación  y la deformación, manteniendo la forma y la 

elasticidad celular. Esto podría deberse a la presencia de metabolitos antioxidantes en 

el extracto de acetona EPT. Esta propiedad del tejocote podría utilizarse para contribuir 

a evitar la adhesión de los eritrocitos y la vasooclusión en el torrente sanguíneo 

presentes en muchas enfermedades de la sangre, y para inhibir la lipoperoxidación de 

las biomembranas que pueden inducir un daño por la reperfusión isquémica, 

inflamación y envejecimiento. 

Por otro lado, es bien conocido que los equinocitos se forman a los 3 ó 4 días 

en sangre total mantenida a 4o C, y a las 24 horas en sangre incubada a 37o C 

(Brecher y Bessis, 1972), pero con el extracto de acetona EPT, las células crenadas, 

los acantocitos y equinocitos se formaron tardíamente. Comparándolas con el grupo 

control y la forma de la membrana celular, se mantuvo hasta por 28 días mostrando la 

inhibición estos cambios morfológicos. Posiblemente, el proceso oxidativo en las 

células se inhibe por los antioxidantes presentes en el extracto, que mantienen la 

morfología de la célula y su vida media reduciendo el proceso de eriptosis. 

La disminución de la lesión en las CRS fue demostrado en nuestro estudio, 

siendo similar a lo reportado por Baek y cols. (2012) en cuyos de guínea 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 adhesión de los eritrocitos  en células endoteliales en pacientes con diabetes 

mellitus y su relación con complicaciones vasculares, por lo tanto, la aplicación 
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nutraceútica del tejocote Crataegus mexicana podría inhibir la adhesión, 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 cáscara 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 hemólisis. Este 

proceso podría también ser resultado de una respuesta sistémica inflamatoria. Por lo 

tanto, la hipótesis planteada en este trabajo está de acuerdo en que el tejocote tiene 

efectos protectores en la morfología y vida media del eritrocito, debido posiblemente a 

la presencia y acción sola o en conjunto de moléculas antioxidantes en el extracto de 

acetona EPT. Estos resultados están relacionados al consumo de tejocote en México y 

otros países desde tiempos remotos, para tratar enfermedades de la sangre y 

sistémicas. Sin embargo, muchas de estos compuestos y su interacción permanece por 

ser explorada experimentalmente. 
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IX. CONCLUSIONES 

 

1. De cada 500 g de tejocote (Crataegus mexicana) se obtuvo un total de 38.8 g de 

epidermis liofilizada. De 30 g de muestra biológica 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 IC50 

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

 

2. La epidermis liofilizada de tejocote Crataegus mexicana a una concentración de 

100 mg/L, inhibe la lipoperoxidación en los eritrocitos humanos en un 47.91%, 

utilizando la técnica de TBARS. 

 

3. El extracto de tejocote de Crataegus mexicana, retarda las alteraciones 

morfológicas durante la eriptosis in Vitro y ex Vivo y ofrece una protección 

significativa de la membrana celular inferida por la conservación de sus 

características morfológicas y reológicas hasta por 28 días. 

 

4. Los experimentos mostraron un patrón molecular en geles de electroforésis 

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

conservan a diferentes concentraciones y tiempos de incubación. 
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X. PERSPECTIVA 

 
Existe la necesidad de identificar compuestos nuevos y más efectivos en 

muchas frutas de consumo tradicional, como las que se consumen en la gastronomía 

mexicana, y como actúan 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 inhibición y remosión de ERO y radicales intermedios en sus diferentes formas, 

conlleva el continuar la purificación de antioxidantes en frutas mexicanas y determinar 

sus mecanismos de acción en lípidos y proteínas de las células rojas de la sangre. 
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XII. GLOSARIO DE TÉRMINOS 

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

Deletéreo.  Substancia que es nociva o perjudicial. 
Deshidratación celular. Causado por la pérdida de K+ intracelular y por consiguiente 

la salida osmótica de agua intracelular. 
Electronegatividad. Está ligada a la polaridad de un átomo, el átomo atrae electrones 

al núcleo (Fl, O). 
Enol. Alcohol vinílico (eno + ol) que esta en equilibrio con un compuesto carbonilo. 

Compuestos acuosos intermediarios de una reacción con un grupo –OH unido a un 
carbono vinílico.  

Enolizado. Formación de un enol. 
ERO. Especie Reactiva de Oxígeno 
Escramblasa. Enzimas traslocadoras de fosfolípidos 
Fenol. Nombre genérico del hidroxibenceno, Compuestos que tienen grupos hidroxilos 

unidos a anillos aromáticos. 
Formaldehído. 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 fácilmente. 

Formol ó formalina. El uso de formol en solución acuosa como fijador de elección, fue 
utilizado por Tillant en 1892 y Blunt en 1893. Es un agente reductor orgánico que 
proviene del formaldehído (gas). Forma enlaces entre cadenas proteínicas 
adyacentes, principalmente a los grupos amino, imino, amido, péptido, guanidilo, 
hidroxilo, carboxilo, sulfhidrilo, y anillos aromáticos, pero no las precipita. Conserva 
las grasas y lípidos complejos, pero no así en grasas neutras. Se prepara solo (10%) 
o amortiguado con fosfato de sodio monobásico y dibásico. 

Hematoxilina-Eosina (HE). Técnica de tinción histológica descubierta por Wilhem 
Waldeyer en 1863, quien utilizo la fucsina y extracto de palo de Campeche 
(hematoxilina). Posteriormente la combinación 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 básico natural, y la Eosina 
es un colorante ácido. 

Malondialdehído.  
 
a  TBA. Ácido tiobarbitúrico: 2-thioxodihydropyrimidine-4,6(1H,5H)-Dione: C4H4N2O2S. 

Es un compuesto orgánico y un heterocíclico. 
 
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 separación de las cargas 
eléctricas en la misma. Está íntimamente relacionada con otras propiedades como la 
solubilidad, el punto de fusión, el punto de ebullición, 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 oxígeno y dejando 
los hidrógenos casi sin electrones. 

Solución 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 
(-) 
 
 
 
Polaridad 
 
 
 
(+) 

n-hexano  Carotenos 
Dicloroetano  
Acetato etilo  Polifenoles 

Triterpenos 
 

Acetona  
Etanol CH3-CH2-OH 
Metanol CH3OH Antocianinas 

Flavonoides 
Glucosilados 
Flavonoides 

Agua H2O 

   Polar con polar  

 
Tamaño celular. Dimensión 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 reología entre el esfuerzo y la deformación celular, 
cuando la célula fluye en la sangre. Se asocia a la elasticidad reversible del eritrocito. 

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

 
 
 
 
 
 
 

http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://es.wikipedia.org/wiki/Solubilidad
http://es.wikipedia.org/wiki/Punto_de_fusi%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Punto_de_ebullici%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Fuerzas_intermoleculares
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Disolvente_polar
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ABREVIACIONES 
 
CRS Células Rojas de la Sangre 
EPO Eritropoyetina 
EPT Extracto de Piel de Tejocote 
ERO Especie Reactiva de Oxígeno 
g gramo 
GSH Glutation reducido 
L Litro 
LPO Lipoperoxidación 
MDA Malondialdehído 
mg miligramo 
g microgramo 
NADH Enzima Nicotinamina Adenín Dinucleótido Reducido 
NADP Enzima Nicotinamina Adenín Dinucleótido Fosfato 
NADPH Enzima Nicotinamina Adenín Dinucleótido Fosfato Reducido 
PBS Phosphate Buffer Saline (Solución amortiguada de sales de fosfato) 
PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Gel de electroforésis de poliacrilamida) 
ppm Partes por millón 
PUFA Ácidos grasos poli-insaturados 
Redox Reacción de óxido-reducción 
SDS Duodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE, gel de electroforesis de duodecil sulfato de sodio) 
TBA Ácido tiobarbitúrico 
UATx Universidad Autónoma de Tlaxcala 
Bcl-XL  Proteína antiapoptótica  
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ANEXO I ANEXO II 
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XIV. PUBLICACIONES Y CONGRESOS 
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