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Resumen

El cancer es un padecimiento que actualmente afecta a un gran nimero de personas, por lo
cual se considera un problema de salud publica mundial. Entre los factores de riesgo mas
comunes se encuentran aquellos relacionados a la predisposicion genética, asi como aquellos
relacionados con el estilo de vida, de los cuales, la mayoria estan ligados a la produccion y

exposicion a radicales libres.

Es importante resaltar que, el cancer es considerado como un padecimiento Unico, sin
embargo, se comporta de manera muy diferente dependiendo de cudl sea el tejido dafiado, y
el grado de afectacion de éste. Uno de los tipos de cancer con mayor impacto a nivel mundial
es el cancer de mama, pues es una de las principales causas de muerte en la poblacion

femenina (INEGI, 2014).

Diversas estrategias han sido utilizadas para tratar a los pacientes de cancer de mama desde
diferentes enfoques, sin embargo, no sélo resultan poco efectivos, sino que, ademas, son poco
selectivos en cuanto a las células blanco, danando ademas células sanas, por lo cual es
necesario recurrir a tratamientos alternativos, altamente selectivos, como una forma de

mejorar la calidad de vida de los pacientes.

Se ha reportado que las lectinas se unen de forma selectiva a células cancerigenas respecto a
células sanas, e inducen a las primeras a procesos de muerte celular, por lo cual son
alternativas potenciales para mejorar el tratamiento de cancer. En este trabajo se evaluo el
efecto de lectinas procedentes de tallo de Ruta graveolens L. sobre la regulacion del estrés

oxidativo.

Se caracterizaron las proteinas extraidas del tallo de R. graveolens bioquimicamente y se
evaluo la actividad biologica por medio de la selectividad a los azucares que definen al
sistema ABO de grupos sanguineos. Se evalu6 su actividad antioxidante en un modelo
murino in vivo de céncer, para con ello valorar su potencial como agente anticancerigeno.
Obteniéndose que la fraccion de glucosa disminuye de manera significativa la produccion de

nitritos y MDA, y eleva la actividad de catalasa en higado de raton.



Marco tedrico

1. Estrés oxidativo
El estrés oxidativo se define como el exceso en la produccion de radicales libres (RL) con
respecto al sistema antioxidante (AO) (Garcia-Triana et al, 2012), ya sea por la produccion

de éstos debido al metabolismo del organismo, o bien, por fuentes externas.

Un RL representa cualquier especie quimica de existencia independiente que posee uno o
mas electrones desapareados girando en sus orbitales atdmicos externos. Esta configuracion,
electroquimicamente muy inestable, le confiere la propiedad de ser una especie quimica
altamente agresiva y de vida corta. Se ha observado que la magnitud de esta reactividad se
correlaciona inversamente con su vida media y con su capacidad de difusion en el medio
celular. La mayoria de las moléculas en un organismo son no radicales, o sea, s6lo contienen
electrones pareados en sus orbitales atomicos. Una vez formados, los RL interactiian con
otras moléculas a través de reacciones REDOX para con esto lograr una configuracion
electronica estable. Cuando un RL reacciona con una molécula no radical puede ceder o
captar electrones, o simplemente puede unirse a ella. En cualquiera de estos casos la molécula
no radical se convierte en un RL y se desata una reaccion en cadena, que se detiene sélo

cuando se encuentran dos RL (Chihuailaf et al, 2002).

Este proceso se relaciona principalmente con las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) y
Especies Reactivas de Nitrogeno (ERN). Las especies reactivas del oxigeno son metabolitos
parcialmente reducidos derivados del oxigeno (Garcia-Triana et al, 2012). Las ERO pueden
ser divididas en dos grupos, radicales y no radicales (Birben et a/, 2012). Son moléculas muy
inestables, lo que les da una vida media extremadamente corta y la capacidad de reaccionar

con todas las moléculas de importancia biologica (Garcia-Triana ef al, 2012).

1.1 Causas

Las ERO se generan en el organismo a partir de fuentes endogenas y exogenas. Una fuente
enddgena muy importante es la cadena transportadora de electrones. Otra fuente es la defensa
antimicrobiana; macrofagos y leucocitos polimorfonucleares liberan estas sustancias, que
contribuyen a la eliminacion de los microorganismos. El descubrimiento de esto demostro,
por primera vez, que estas especies ademdas de ser potencialmente dafiinas, podian

desempefiar funciones fisioldgicas importantes en los organismos vivos. También la via



metabolica de sintesis de eicosanoides, importantes mediadores inflamatorios, puede liberar
ERO. Por otra lado, las fuentes exdgenas incluyen radiacion, téxicos que ingresan al

organismo por dieta o inhalacién y medicamentos (Garcia-Triana et al, 2012).

Factores como la inadecuada alimentacion, enfermedad, estrés o la induccion de la respuesta
inmune, llevan a un incremento en los requerimientos de vitaminas y minerales traza, la
mayoria de ellos involucrados en la defensa AO. Es interesante precisar que, como
contraparte, se han observado situaciones de estrés oxidativo en las cuales la ingesta de
oligoelementos no mejora el estatus AO, hecho que se atribuye a la influencia que ejercen

otros factores sobre la expresion de esta capacidad (Chihuailaf ez a/, 2002).

1.2 Efectos

La mayoria de las macromoléculas bioldgicas pueden ser oxidadas por los RL; sin embargo,
las biomoléculas mas labiles son los lipidos. La peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion
(LPO) es un proceso que en los sistemas bioldgicos puede ocurrir bajo control enzimatico o
no enzimatico; esta ultima forma es la que se relaciona con el estrés oxidativo y el dafo
celular. La LPO es particularmente destructiva, ya que se desarrolla como una reaccion en
cadena autoperpetuante. Los productos finales de la LPO son lipidos peroxidados que al
degradarse originan nuevos RL y una amplia variedad de compuestos citotoxicos como los
aldehidos, entre ellos 4-hidroxinonenal (4-HNE) y malondialdehido (MDA), aunque se ha
comprobado que este ultimo posee una baja toxicidad. Las consecuencias del dafio en la
estructura molecular del acido graso poliinsaturado (AGP) son més evidentes cuando estos
lipidos forman parte de las membranas celulares o subcelulares, ya que se altera su cohesion,

fluidez, permeabilidad y funcion metabdlica.

Si bien las proteinas, péptidos y aminoacidos también constituyen un blanco para las ERO,
su accion es menos dramatica que frente a los lipidos, debido al lento progreso de las

reacciones.

Los carbohidratos, como la glucosa y otros monosacaridos relacionados, sufren peroxidacion
bajo ciertas condiciones y forman compuestos dicarbonilicos y perdxido de hidrégeno. La
importancia de este hecho radica en que estas biomoléculas una vez activadas pueden

interactuar con otras y conformar nuevas asociaciones moleculares.



El 4cido desoxirribonucleico (ADN) también constituye un blanco de ataque por parte de las
ERO, principalmente el ADN mitocondrial. Este ADN, por su localizacion, se encuentra
expuesto a un flujo constante y elevado de ERO provenientes de la cadena respiratoria;
ademas, carece de histonas en su estructura lo que le resta estabilidad. Por otra parte, se ha
observado que sus mecanismos de reparacion son menos eficientes. En general, dentro del
espectro de alteraciones que puede sufrir el ADN se describe la oxidacion de desoxirribosas,
ruptura y entrecruzamientos de cadenas y la modificacion de bases nitrogenadas. Sin
embargo, estas alteraciones seran significativas en la medida que sean capaces de eludir los

sistemas de reparacion antes de que ocurra la replicacion (Chihuailaf et al, 2002).

Se sabe que el estrés oxidativo puede favorecer, entre otras cosas, la aparicion y desarrollo
de diabetes mellitus, enfermedades autoinmunes, cardiovasculares, enfermedades
neurodegenerativas, inflamacion, problemas relacionados con el envejecimiento celular y
cutaneo, ademas de cancer (Dasgrupta y De, 2004, Mayor-Oxila, 2010).

Se ha sugerido la implicacion de los RL en el desarrollo tumoral; como evidencia de esto se
ha demostrado que los RL estimulan el crecimiento de las células musculares lisas, lo que
sugiere un papel del estrés oxidativo en la angiogénesis, también se ha observado la
activacion de algunos genes tempranos que podrian participar en el control de la transcripcion
de factores de crecimiento necesarios para el desarrollo tumoral y no hay que olvidar que la
transformacion oncogénica viene condicionada por la presencia de genes mutados u
oncogenes que controlan funciones celulares clave, y esto también puede influenciarse por
el estado Redox celular. Se han detectado niveles disminuidos de enzimas antioxidantes en
diversos tipos de células tumorales, asi como alteraciones en el estado de los tioles celulares

(Elejalde-Guerra, 2001).

1.3 Sistema antioxidante
Debido a que la produccion de ERO y ERN es un proceso inevitable al ser parte del

metabolismo de los organismos, es necesaria la existencia de mecanismos antioxidantes.

Estos mecanismos incluyen barreras fisiologicas que confrontan el oxigeno durante su
transporte desde el aire hasta las células; enzimas que pueden eliminar las ERO generadas o
reparar el dafio oxidativo, como son superdxido dismutasa, catalasa, glutatiéon peroxidasa,

glutation reductasa y peroxiredoxinas; sistemas transportadores de metales que impiden su



circulacion en forma libre y participacion en la generacion de ERO, por ejemplo, transferrina,
hemoglobina, haptoglobina y ceruloplasmina; y compuestos antioxidantes como las

vitaminas A, E y C, asi como la coenzima Q10 (Garcia-Triana et al, 2012).

El sistema de defensa antioxidante estd constituido por un grupo de sustancias que al estar
presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable, retrasan o previenen

significativamente la oxidacion de éste (Venereo- Gutierrez, 2002).

Se considera AO a cualquier sustancia que en concentraciones normales posea una afinidad
mayor que cualquier otra molécula para interaccionar con un RL (Mayor-Oxila, 2010), o
bien, moléculas que previenen la formacioén descontrolada de RL o inhiben sus reacciones

con estructuras biologicas (Chihuailaf ez a/, 2002).
1.3.1 Clasificacion

Muchos de los AO son enzimas o nutrimentos esenciales, o incorporan nutrimentos
esenciales en la estructura de sus moléculas (Chihuailaf e a/, 2002). Los AO pueden ser
enzimaticos o0 no enzimaticos, ademas de poder ser endogenos u obtenidos a partir de la dieta.
Es importante mencionar la importancia de ciertos oligoelementos para la correcta sintesis
de enzimas AO. Estos son cobre, zinc, selenio, magnesio y hierro (Mayor-Oxila, 2010). Un
criterio de clasificacion cominmente empleado se basa en el mecanismo mediante el cual los
AO ejercen su accion protectora, agrupandolos en aquellos que cumplen una funcion
preventiva en la formacion de los RL y en aquellos que interceptan o capturan los que ya se
han producido. También es posible clasificarlos conforme a su localizacion, ya sea en intra

o extracelular (Figura 1).

Es importante, entre las clasificaciones antes mencionadas, remarcar la importancia de los
antioxidantes enzimaticos, debido a que su funcion puede presentar ventajas frente a los
compuestos AO en el sentido de que su actividad es regulada acorde con los requerimientos

celulares: pueden ser inducidas, inhibidas o activadas por efectores enddgenos.

El grupo de AO enzimadticos cataliza la transferencia de electrones desde un sustrato hacia
los RL. Posteriormente los sustratos o agentes reductores empleados en estas reacciones se
regeneran para ser nuevamente activos y lo hacen a expensas del NADPH producido en las

diferentes vias metabolicas. Frente a una situacion de exposicion prolongada a ERO, puede



ocurrir una disminucion en las concentraciones del NADPH necesario en otros importantes
procesos fisiologicos, a pesar de que algunos AO enzimaticos no consumen cofactores

(Chihuailaf et al, 2002).
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2. Cancer
2.1 Definicion
El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados de células. Puede
aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo (OMS, 2015). El cancer es una
enfermedad genética compleja que es causada principalmente por factores ambientales
(Alison, 2001), caracterizada por la necrosis celular del tejido sano, crecimiento incontrolado
de las células cancerosas, angiogénesis y metastasis (Elejalde-Guerra, 2001).
Dado que las células epiteliales cubren la piel, los tractos respiratorio y alimenticio, y
metabolizan los carcindgenos ingeridos, resulta poco sorprendente que mas de 90% de los
canceres ocurran en epitelios (Alison, 2001).
2.2 Caracteristicas
Posiblemente una de las caracteristicas principales que presentan las células cancerigenas se
relaciona con su capacidad de mantener su proliferacion.
Las células cancerigenas pueden adquirir la capacidad de mantener las sefiales proliferativas
de diversas formas, entre ellas produciendo los ligandos de factores de crecimiento, a los
cuales pueden responder por medio de la expresion de los ligandos que se asocian a éstos, lo
cual lleva a una estimulacion proliferativa autocrina. De forma alternativa, las células
cancerigenas podrian enviar sefiales a células normales cercanas al estroma asociado al tumor
para estimularlas proveer varios factores de crecimiento.
La sefializacion puede ser desregulada también elevando los niveles de proteinas receptoras
en la superficie celular, volviendo a estas hiperresponsivas a ligandos de factores de

crecimiento, que en otras circunstancias serian limitantes (Hanahan y Weinberg, 2011).

La angiogénesis es un proceso de neovascularizacidon, que entre otras cosas, suele estar
asociado a tumores, el cual tiene por finalidad el sustento del tumor en cuanto a oxigeno y

nutrientes, asi como la evacuacion de desechos metabolicos como dioxido de carbono.

Durante la embriogénesis el desarrollo de vasos involucra la proliferacion de nuevas células
endoteliales y la formacion de vasos, lo cual recibe el nombre de vasculogénesis, ademas de
la angiogénesis, es decir, la formacion de nuevos vasos a partir de los ya existentes, después

de lo cual, la vasculatura resulta basicamente quiescente.



En la vida adulta, como parte de ciertos procesos fisiologicos la angiogénesis se activa, pero
solo temporalmente; en contraste, durante la progresion tumoral la angiogénesis esta siempre
activada, provocando asi que se forme una gran cantidad de vasos que permitiran el

crecimiento de las neoplasias (Hanahan y Weinberg, 2011).

La metastasis sigue una secuencia tal que inicia con una invasion local, para posteriormente
llevar a cabo una intravasacion hacia los vasos sanguineos y linfaticos, lo cual lleva a estas
células del lumen de dichos vasos al parénquima de tejidos distantes, lo cual se denomina
extravasacion; para formar pequefios nodulos de células cancerosas, Illamados
micrometastasis. El crecimiento de dichas lesiones micrometastdsicas a tumores
macroscopicos se denominara colonizacion; siendo éste el ultimo paso del proceso

metastasico (Hanahan y Weinberg, 2011).

El potencial metastasico de las células cancerosas se atribuye a sus propiedades adhesivas y
el proceso de adhesion es mejorado por las estructuras glicosiladas alteradas, las cuales son
diferentes a las que se encuentran presentes en la superficie de células normales (Silva ef al,
2014).

2.2.1 Marcadores de superficie

Los marcadores tumorales (MT) son indicadores bioquimicos de la presencia de un tumor.
Incluyen antigenos de superficie celular, proteinas citoplasmaticas, enzimas y hormonas
(Coronato et al, 2002).

Entre los marcadores mas importantes se encuentran aquellos asociados a la glicosilacion.
Por su gran complejidad y diversidad, los O-glicanos se encuentran participando en funciones
tan diversas como en la conformacion de la estructura secundaria, terciaria e inclusive de la
cuaternaria de algunas proteinas, como en el caso de las mucinas y también participan
evitando la agregacion de las proteinas. Como consecuencia de la transformacion maligna
ocurren cambios muy importantes en la glicosilacion, sobre todo en la etapa de elongacion
de los O-glicanos. Esto determina que algunos tipos de nucleos (cores), que en las células
normales se encuentran enmascarados por la adicion de otros azucares, queden expuestos en
la superficie celular, resultando en la formacion de nuevos antigenos asociados al cancer

(Gallegos-Velasco et al, 2008).



2.3 Clasificacion

Respecto al comportamiento, los tumores se consideran “benignos” o “malignos”. Los
tumores benignos generalmente tienen un desarrollo lento y se pueden considerar masas en
crecimiento que, mas que invadir, comprimen el medio que les rodea, ademas de poder ser
facilmente removidos quirurgicamente, sin embargo, varios tumores denominados benignos
pueden tener potencial maligno, por lo cual deben ser removidos antes de que se convierta
en un tumor maligno. Los tumores malignos generalmente presentan un rapido crecimiento,
invaden el tejido cercano y, mas importante, invaden o6rganos distantes. La propiedad de las
células tumorales de separarse de la masa original (tumor primario) y desarrollar metastasis
(tumor secundario) lejos del primario es sefial inequivoca de que se trata de un tumor
maligno. Los tumores pueden ser clasificados también de acuerdo a su tejido de origen

(Alison, 2001).

2.4 Epidemiologia

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo; en
2012 hubo unos 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas con el
cancer, y se preve que el nimero de nuevos casos aumente en aproximadamente un 70% en

los préximos 20 afios (OMS, 2015).

En 2011, de cada 100 egresos hospitalarios por tumores en el pais, 56 son por tipo maligno.

En los jovenes representa 71 de cada 100 y para la poblacion adulta, 53.

En 2011, de las personas con céncer, 24 de cada 100 hombres de 20 afios y mas lo padecen
en los 6rganos digestivos y 30 de cada 100 mujeres de la misma edad, en mama (INEGI,

2014).

2.5 Terapias aplicadas actualmente

El tratamiento para cancer usualmente es una combinacion de diversas modalidades. Si el
tumor puede ser removido quirtirgicamente, se considerara la principal herramienta en el
tratamiento. La radioterapia dirigida es otra opcidn, asi como las combinaciones de farmacos
anticancer. La mayoria de estos farmacos han sido disefiados teniendo como blanco la sintesis
de ADN, sin embargo, el problema principal con dichos fArmacos es que las células tumorales
no son las tnicas que proliferan en el organismo, las células que recubren el tracto digestivo,

las células de la médula 6sea y células epidérmicas son altamente proliferativas, por lo tanto,



los pacientes que reciben quimioterapia frecuentemente sufren efectos secundarios que

pueden llegar a ser mortales, lo cual limita el tratamiento.

La nueva generacion de farmacos tiene como blanco, ya sea las sefiales que promueven o
regulan el ciclo celular, factores de crecimiento y sus receptores, vias de transduccion de
sefales y vias que afectan la reparacion de ADN y apoptosis. Cada una de estas vias puede
ser afectada activando mutaciones que predisponen al cancer y por lo tanto, ofrecen el
potencial como blanco de inhibicion. Otras estrategias se enfocan ya sea en atacar a las
células tumorales especificamente conjugando toxinas celulares a anticuerpos especificos
para el tumor, o disminuir la progresion cancerigena afectando la adhesion celular, actividad

enzimadtica proteolitica y angiogénesis (Alison, 2001).

Se ha mencionado a las lectinas como un método tanto para el diagndstico como para el
tratamiento de pacientes con cancer, seflalando que éstas presentan actividad tanto
anticarcinogénica como antitumoral, probablemente debido su capacidad para modular el
crecimiento, la diferenciacion, proliferacion y apoptosis mediados por los receptores de

superficie (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005).



3. Glandula mamaria

3.1 Embriologia de la glindula mamaria

Hacia la 4* semana del desarrollo fetal aparecen unos engrosamientos ectodérmicos que se
extienden a ambos lados desde las futuras axilas hasta la region inguinal, constituyendo las
lineas mamarias o lacteas. Sobre cada una de ellas aparecen ocho espesamientos a modo de
disco biconvexo como representantes del primordio de la glandula mamaria. En el humano
solo se conserva un par de ellas a cada lado de la region pectoral. Hacia la semana 20, una
proliferacion de las capas mas basales de la epidermis forma de 16 a 20 conductos que se
introducen en el mesodermo subyacente en forma de cordones sélidos, constituyendo la base

del sistema ductal (Diaz-Miguel et al, 2015).

3.2 Anatomia y fisiologia de la glandula mamaria sana

Las glandulas mamarias adultas estan situadas en la pared anterior del térax y se extienden
verticalmente desde la segunda a la sexta costilla y horizontalmente, desde el esternon
(paraesternal) a la linea axilar media. Presentan una prolongacion axilar (cola de Spence). En
la porciébn mas prominente de la cipula mamaria se encuentra el pezon, una formacion
papilar, de superficie irregular y a cuyo vértice van a desembocar los conductos galactéforos.
Rodeando al pezén se encuentra la areola, una zona cutdnea de 3 a 5 cm de didmetro, de
coloracion oscura, de aspecto rugoso y con multiples prominencias redondeadas o tubérculos
de Morgagni (glandulas sebaceas), que en el embarazo se hacen mas prominentes y se

denominan tubérculos de Montgomery.

De dentro hacia fuera la mama est4 constituida por tres componentes: el tejido glandular,

tejido fibroadiposo y la piel (Figura 2).



Costillas y musculos

Tejido adiposo

A . Sistema de ductos inactivo

Ducto lactifero

Seno lactifero

Alveolo proliferando,
preparandose para la
secrecion de leche (Embarazo)

Alveolos totalmente diferenciados,
secrecion de leche abundante
(Embarazo)

Unidades secretoras del
tubulo alveolar(Activo)

Figura 2. Corte de mama sana en diferentes etapas del embarazo. Modificado de Biblioceop,
2011.
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Tejido glandular

La mama es una glandula sudoripara y se presenta como una masa de coloracion gris
amarillenta, localizada entre las capas superficial y profunda de la fascia toracica superficial.
La constituyen de 15 a 20 16bulos mamarios, cada uno contiene pequefios lobulillos y cada
uno de estos contiene acinos glandulares. En la porcion superior externa, presenta una

prolongacién hacia la axila llamada cola de Spence.
Tejido fibroadiposo

La fascia superficialis se divide en dos hojas, una anterior, que envia prolongaciones a la
cara profunda de la dermis, que son los llamados ligamentos de Cooper o lineas de Sharpey,
que delimitan espacios de tejido adiposo conocidos como fosas adiposas de Duret, y otra
posterior o ligamento suspensorio, que va por detrds de la cara posterior de la mama y en

contacto con la aponeurosis de los musculos pectoral mayor, serrato mayor y oblicuo mayor.

El tejido adiposo subcutaneo, se desdobla también en dos laminas, anterior entre la glandula

y la piel y posterior, entre la glandula y el ligamento suspensorio de la mama.
Piel

La piel a nivel de la areola no descansa sobre tejido graso, sino sobre un sustrato de células
musculares lisas dispuestas circularmente, cuya contraccion origina la ereccion del pezon y

la eyeccion lactea en la lactancia (Diaz-Miguel et a/, 2015).

3.3 Cancer de mama

El cancer de mama se forma en los tejidos de la mama, por lo general en los conductos y
los lobulillos. Puede darse tanto en hombres como en mujeres, aunque el masculino es poco
comun (Bouche, 2013).

3.3.1 Historia natural del cancer de mama

El cancer de mama dentro de sus caracteristicas biolodgicas tiene variaciébn en su
comportamiento en diferentes pacientes, asi como un rango de crecimiento relativamente

bajo, comparado con otros tipos de tumores.



Algunos canceres de mama duplican su tamafio en pocos dias, mientras a otros les toma mas
de 2000. Asumiendo el crecimiento algoritmico preclinico de una masa en la mama, el tiempo

de duplicacion puede requerir de 8 a 10 afios para que el tumor pueda ser palpado.

El cancer se inicia como una enfermedad localizada. A una “etapa no invasiva”, le sigue una
“invasiva”; al principio es “asintomatica” y después “sintomatica”. Esta ultima se divide en
otras fases: fase localizada, regional y metastdsica (Direccion General de Salud

Reproductiva, 2002).

3.3.2 Factores de riesgo
Existe una gran cantidad de factores que podrian predisponer a padecer cancer de mama,

algunos de los factores mas importantes son los siguientes:

e Pertenecer al sexo femenino

e Edad avanzada

e Tejido mamario denso en la mamografia

e Antecedentes familiares de cancer de mama

e Antecedentes personales de cancer de mama
e Ooforectomia antes de los 35 afios

e Menopausia plena tardia (después de los 54 afios)
e Consumo de dietilbestrol durante el embarazo
e Obesidad y sobrepeso

e Primer hijo después de los 40 afios

e Menarquia antes de los 11 afios

e Menos de 16 meses de lactancia materna

e (Consumo de alcohol

e Terapia de remplazo hormonal

e Consumo de anticonceptivos orales

e IMC elevado en premenopausia

(Angarita y Acufia, 2008).



3.3.3 Epidemiologia
El cancer més frecuente entre las mujeres es el de mama, que a nivel mundial representa 16%
de todos los canceres femeninos y se estima que cada afio se detectan 1.38 millones de casos

nuevos (INEGI, 2013).

La evidencia global sefiala que 55% de los nuevos casos provienen de paises en vias de
desarrollo donde la letalidad por la enfermedad es mayor, pues representa alrededor del 68%

de las muertes por esta enfermedad.

El cancer de mama es una de las enfermedades con mayor incidencia en la mujer adulta de
América Latina y el Caribe, donde aproximadamente 40 000 mujeres fallecen de cancer de

mama al afo.

En México, el cancer de mama, es la primer causa de mortalidad por tumores malignos entre
las mujeres y constituye la segunda causa de muerte en la poblacion femenina de 30 a 54

afos (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica, 2013).

3.3.4 Tratamiento

El tratamiento establecido para aquellos pacientes que padecen cancer de mama presenta
diversas opciones, siendo la principal la cirugia, ya sea para remover el tumor primario o
bien, profilactica, es decir, para remover la mama cuando se considera que el paciente tiene
una alta probabilidad de padecerlo y se desea prevenirlo. Se menciona ademas el tratamiento
adyuvante, el cual incluye la quimioterapia, terapia biologica, terapia enddcrina y
radioterapia, y el tratamiento neoadyuvante, el cual consiste en el tratamiento sistémico (Arce
et al,2011) que consiste en hormonoterapia, quimioterapia o medicamentos dirigidos a Her2,

esto antes de la cirugia (American Cancer Society, 2015).



4 Lectinas

4.1 Caracteristicas y clasificacion
Las lectinas son glicoproteinas, las cuales se unen de forma reversible y con alta especialidad
a determinados oligosacaridos y monosacaridos, otras caracteristicas importantes de estas

proteinas es que son de origen no inmune y carecen de actividad catalitica.

La afinidad de las lectinas a los monosacéridos es relativamente baja, aunque altamente

selectiva.

Se considera que la mayoria de las lectinas poseen cuando menos dos sitios de union a

carbohidratos.

Se sabe que las lectinas estan presentes en un gran rango de organismos, desde bacterias,
pasando por hongos y algas hasta organismos mas complejos como plantas y animales (Lis

y Sharon, 1998).

4.1.1 Lectinas vegetales

4.1.1.1 Estructura
Se puede encontrar que las lectinas vegetales presentan estructuras muy diversas de acuerdo

al grupo en el cual pueda incluirse (figura 3), teniendo asi las siguientes estructuras generales:
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Figura 3 Estructura de algunas lectinas vegetales. Se muestra en orden. 1 Lectinas aisladas
de leguminosas. 2 lectinas con dominio tipo heveina 3 lectinas aisladas de monocotiledoneas
4 lectinas con estructura tipo prisma f, 5 lectinas relacionadas con proteinas inactivadoras
de ribosomas 6 Lectinas tipo Amaranto. Modificado de Hernandez-Cruz et al, 2005.

4.1.1.1.1 Lectinas aisladas de leguminosas.

Es la familia de lectinas vegetales mas estudiada, generalmente se encuentran constituidas
por dos o cuatro subunidades idénticas de 25 a 30 kDa, cada una de las sub-unidades contiene
un sitio de unidon para iones metalicos Ca2+, Mn2+ y Mg2+ . Una subunidad contiene
aproximadamente 250 aminoécidos y presenta una gran homologia con las otras subunidades.

Esté constituida por doce hojas a antiparalelas conectadas entre si mediante bucles, lo que

20



genera una estructura aplanada en forma de domo, cuatro bucles localizados en la parte
superior del mondmero forman el sitio de reconocimiento a carbohidratos (Hernandez-Cruz

et al, 2005).

4.1.1.1.2 Lectinas con dominios tipo heveina o especificas de quitina.

Los miembros de esta familia generalmente presentan dos subunidades idénticas, ricas en
cisteinas contrariamente a las lectinas de leguminosas. Una subunidad estd constituida por
cuatro dominios tipo heveina, conteniendo cuatro puentes disulfuros, lo cual origina que no
existan estructuras secundarias regulares a excepcion de una pequeiia a hélice de cinco
residuos, cada dominio presenta un sitio de reconocimiento a carbohidrato, que no necesita

la presencia de iones metalicos (Hernandez-Cruz et al, 2005).

4.1.1.1.3 Lectinas aisladas de monocotiledoneas especificas de manosa.

A este grupo de lectinas pertenecen aquellas extraidas a partir de orquideas, ajo y amarilis,
con secuencias de aminoacidos altamente conservadas. Son tetraméricas, y cada mondémero
tiene un peso molecular de 12 kDa, asi como una secuencia repetida 3 veces de 36
aminodcidos. El sitio de reconocimiento a carbohidrato est4 constituido por cuatro hojas 3
antiparelelas unidas entre si por giros. El conjunto se asocia de manera que forma una corona

aplanada, dejando aparecer un gran tinel central (Hernandez-Cruz et al, 2005).

4.1.1.1.4 Lectinas en forma de prisma [ o del tipo jacalina.

En este grupo, se encuentran lectinas vegetales que presentan estructuras tridimensionales
muy similares a la de Artocarpus integrifolia (jacalina). Lectinas tetraméricas glicosiladas,
donde cada sub-unidad contiene una cadena pesada (d) y una cadena ligera (B), y esta
constituida por tres hojas B antiparalelas arregladas a manera de un prisma triangular

(Hernandez-Cruz et al, 2005).

4.1.1.1.5 Lectinas relacionadas con proteinas inactivadoras de ribosomas.

Estas proteinas forman parte de los venenos mas tdxicos. Su estructura molecular es
compleja. Estan constituidas por dos cadenas, la A y B, las cuales son diferentes y se
encuentran unidas por dos puentes disulfuro. La cadena A es la responsable de la toxicidad
(actividad de N-glicosidasa sobre el ribosoma que inactiva la traduccion), mientras que la

cadena B, posee la actividad de lectina. La cadena B est4 constituido por dos dominios que
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presentan cuatro sub-unidades, las cuales contienen d hélices y hojas  (Hernandez-Cruz et

al, 2005).

4.1.1.1.6 Lectinas tipo amaranto.

Dentro de este grupo encontramos lectinas provenientes de distintas especies de amaranto,
entre las que destacan Amaranthus caudatus y Amaranthus leucocarpus. Cada proteina se
encuentra formada por dos monémeros en los que existen dos dominios N y C, unidos por
una pequena hélice, cada dominio muestra una conformacion de trébol B semejante a la
conformacion observada en la cadena B de la lectina de Ricinus communis (Hernandez-Cruz

et al, 2005).

4.2 Clasificacion
Se pueden considerar diversos criterios para la clasificacion de lectinas, considerando, por
ejemplo, su origen, es decir, si provienen de un virus, bacteria, hongo, alga, planta o animal,

sin embargo, esto resulta vago y poco practico en un sentido funcional.

Se ha considerado como criterio para la clasificacion de lectinas su afinidad a ciertos

monosacaridos u oligosacaridos.

Aquellos glucidos que se consideran como criterio de clasificacion son los siguientes:

. Manosa

o Galactosa/ N-acetilgalactosamina
o N-acetilglucosamina

. Fucosa

J Acido N-acetilneuraminico.

Cabe mencionar al respecto de estos carbohidratos que son constituyentes tipicos de la

superficie celular.

También cabe mencionar que existe algunas excepciones respecto al mono u oligosacarido
al que es afin la lectina, incluso pudiendo unirse a més de un monosacarido, ademas de tener
diferente afinidad hacia alfa o beta monosacaridos. También se ha observado que las lectinas

se unen con mayor facilidad a un glicésido aromatico que a uno alifatico.



Se puede llegar a considerar que la estructura tridimensional del glucido tendrad una mayor

influencia sobre la afinidad de la lectina que la estructura en si.

Otro método de clasificacion es aquel dependiente de la estructura de la lectina, siendo los

grupos de clasificacion los siguientes:

J Simples
J Mosaico/ Multidominio
. Montaje macrocelular.

Se debe considerar que en algunos casos, la lectina en cuestion puede no coincidir con

ninguno de los criterios de clasificacion (Lis y Sharon, 1998).

4.2.1 Lectinas simples
Este grupo incluye a practicamente todas las lectinas vegetales y a las galectinas, o s-lectinas,
suelen tener un peso molecular de menos de 40 KDa y un pequefio nimero de subunidades,

no necesariamente idénticas.
Entre los subgrupos de esta clasificacion se puede encontrar a los siguientes:
Leguminosas

Generalmente se puede encontrar gracias a la combinacion de diferentes proteinas
denominadas isolectinas y constaran de dos a cuatro subunidades, llamadas protomeros, con
un peso molecular de 25 a 30 KDa, cada uno con un sitio de unién a carbohidrato con la

misma especificidad.

Por cada subunidad tendra un enlace fuerte con Ca ** y MN 2, lo cual permitira la unién de

las lectinas a carbohidratos.

Las subunidades de las lectinas de leguminosas generalmente estan formadas por cadenas

polipeptidicas de alrededor de 250 aminoacidos.

Este grupo de lectinas presenta una alta homologia, teniendo alrededor de 20 % de
aminoacidos idénticos y 20 % de aminoacidos similares, de los cuales la mayoria participa

en la formacion de puentes de hidrégeno o bien, en interacciones hidrofobicas con el



monosacarido que se encuentra en el sitio de unidon, aunado a esto, casi todos los residuos

que combinan a los iones metalicos (Lis y Sharon, 1998).
Cereales

Las lectinas pertenecientes a este grupo generalmente estan compuestas por dos subunidades

idénticas, generalmente muy ricas en cisteina.

Estas lectinas presentan multiples sitios de unidén debido a la repeticion de la estructura
interna y a su localizacion en la interfase entre las subunidades que forman el dimero

molecular de la lectina (Lis y Sharon, 1998).
Amarillidaceae y familias relacionadas

Una de las principales caracteristicas de este grupo es que suelen unirse a residuos de manosa,

no a glucosa; ademas de presentar secuencias con homologia de alrededor del 80 y 90%.

Este grupo no es dependiente de la presencia de metales para poder presentar actividad de

tipo lectina.

El tamafio de sus monomeros es de alrededor de 12 KDa y presenta repeticiones de

aminodcidos, siendo tres las repeticiones de una secuencia de 36 aminoacidos.

Las lectinas de este grupo presentan una baja afinidad por el ligando monosacérido (Lis y

Sharon, 1998).
Moraceae

Se considera a la lectina jacalina como el principal representante de este grupo, la cual es una
glicoproteina tetramérica de 66 KDa, y cada una de las subunidades que la conforman estan
a su vez compuestas por una cadena pesada denominada @, con 133 aminoécidos, y una

cadena ligera, o cadena J3, la cual consta de 20 aminoacidos (Lis y Sharon, 1998).
Euphorbiaceae

En este grupo se incluye a una de las lectinas mas relevantes, extraida de Ricinus, la cual se
ha denominado Ricina. Esta es letal, reportandose que una molécula de ricina es suficiente

para matar a una célula.



Estd compuesta por un heterodimero con un peso molecular de 60 KDa y en su estructura

presenta dos cadenas, denominadas A y B, que son unidas por puentes S-S.

Se sabe que la cadena A es la que presenta actividad citotoxica, por medio de la inactivacion
del ARN (Acido Ribonucleico) durante la sintesis de proteinas, mientras la cadena B presenta

dos sitios de union a carbohidratos especificos para galactosa (Lis y Sharon, 1998).
Galectinas

Es un grupo de lectinas presentes principalmente en mamiferos, algunos otros vertebrados y

ocasionalmente en invertebrados, pero nunca en plantas.

Presentan una estructura relativamente simple y comparten un dominio altamente homologo,

el cual es conocido como dominio S-carbohidrato de reconocimiento.

Las lectinas de este grupo son afines a 3 —galactosidos y a lactosa, algunos pueden ser afines

a n-acetil galactosamina (Lis y Sharon, 1998).
Pentraxinas

Son proteinas oligoméricas de plasma, con un arreglo pentamérico en sus subunidades; la

union a carbohidrato por parte de éstas es calcio-dependiente (Lis y Sharon, 1998).
Multidominio

En este grupo se incluyen a las hemaglutininas virales, de las cuales la principal es aquella

que se aisla del virus de la influenza, ademas de hemaglutininas virales de tipo C, P e L.

Las lectinas presentes en este grupo presentan un amplio rango de pesos moleculares, ademas
de consistir en varios méodulos de diferentes tipos de proteinas o dominios, de los cuales sélo

uno de ellos posee un sitio de union a carbohidratos (Lis y Sharon, 1998).
Lectinas tipo C

Una de sus principales caracteristicas es el hecho de que son dependientes de Ca®" para
realizar su actividad aglutinante, ademéas de poseer un dominio extracelular de
reconocimiento, el cual estd formado por alrededor de 130 aminoacidos, 14 de los cuales son

idénticos entre si, mientras 18 aminoacidos estan altamente conservados.



Entre las lectinas de este grupo se puede sefialar a las colectinas, selectinas y lectinas

endociticas.

De las selectinas puede decirse que en general, se consideran proteinas de membrana, con

una distribucion asimétrica.

Algo en lo que este grupo difiere enormemente de cualquier otra hemaglutinina es que su

afinidad es mayor hacia oligonucledtidos que hacia carbohidratos.

Se conocen tres grupos de selectinas; E-selectina, con un peso molecular de 115 KDa, P-

Selectina con 140 KDa y L-selectina con entre 90 y 110 KDa.

Por otro lado, las lectinas endociticas son lectinas hepaticas y generalmente cuenta con dos
subunidades siendo la primera larga y poco abundante, con un peso molecular de 60 KDa, y

una mucho mas pequeia y abundante, con un peso molecular entre 40 y 46 KDa.

Son especificas para galactosa y N-acetilgalactosamina; y se cree que funcionan como

hexdmeros (Lis y Sharon, 1998).
Lectinas tipo P

Entre éstas se encuentran aquellas consideradas como lectinas tipo I; y dentro de este grupo

se encuentra la superfamilia de las inmunoglobulinas (Lis y Sharon, 1998).

4.3 Funciones

Se sabe que las lectinas juegan un papel importante en diversos procesos bioldgicos, como
son el control del trafico intracelular de glicoproteinas, la remocion de glicoproteinas del
sistema circulatorio y la interaccion del sistema inmune en el proceso de carcinogénesis y
metastasis, y también juegan un papel importante en lo que respecta al reconocimiento

celular.

En plantas, se considera que algunas de las funciones que desempefan las lectinas son el
establecimiento de relaciones simbidticas entre bacterias fijadoras de nitrogeno y
leguminosas, como medio de defensa contra depredadores, tanto vertebrados como
invertebrados y hongos fitopatdégenos, por ejemplo en el caso de PHA (lectina extraida de
Phaseolus vulgaris L.). Esta se une a las células del epitelio intestinal, donde es endocitado

y causa hipertrofia del intestino delgado. Como consecuencia de lo anterior, el organismo



sufre diarrea, nduseas y vomito, lo cual, en caso de animales experimentales resulta tan

molesto que evitan a toda costa consumir de nuevo dicha lectina (Lis y Sharon, 1998).

4.4 Usos

Entre los usos que se puede dar a las lectinas en beneficio de los seres humanos, encontramos
que puede emplearse para la precipitacion de carbohidratos y aglutinacion de células, en la
estimulacion mitogénica de linfocitos; ademas de emplearse como marcadores histoquimicos

y citoquimicos (Lis y Sharon, 1998).

La glicosilacion alterada de las glicoproteinas de la superficie celular se da en la
transformacion celular a células malignas, dichos cambios pueden identificarse empleando

lectinas (Silva et al, 2014).

Se pueden emplear también en la purificacion de glicoproteinas, glicopéptidos,

oligosacaridos y en cromatografia.

La selectividad que presentan también permite la separacion de diferentes tipos de células y

la identificacion de grupos sanguineos (Lis y Sharon, 1998).

Las lectinas vegetales tienen un gran potencial en el tratamiento contra el cancer y han sido
usadas para diferenciar entre tumores malignos y benignos, ademas del grado de

glicosilacion, el cual esta asociado a la metéstasis tumoral (Silva ef al, 2014).

Algunos ejemplos de lectinas que han sido probadas en cuanto a su efecto contra células
tumorales se encuentran la lectina de frijol de soya (SBL), que se indica induce a muerte por
medio de apoptosis y autofagia a células HeLa (Panda et al, 20/4), la lectina extraida de
Bauhinia forficata (BfL), que presenta efecto citotoxico e inhibicion de la adhesion celular
de la linea MCF7 de células de cancer de mama (Silva ef al, 2014), lectina del muérdago
europeo (ML) induce la produccion de TNFa , IL-1 e IL-6; puede activar a la caspasa-8 e
inducir apoptosis en las células cancerigenas. Esta respuesta no se observa en células
normales (Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005), la lectina de Abrus precatorius. En
estudios in vitro ha demostrado tener actividad antiproliferativa selectiva en varias lineas
celulares sin presentar ningun efecto citotoxico sobre células normales; ademas de presentar
in vivo actividad antitumoral potente sobre el linfoma de Dalton (DL) en ratones. Induce la

apoptosis de células cancerigenas a través de la regulacion positiva de Bax y activacion de la



caspasa-3 (Yoon et al, 2003), PHA, que presenta efectos antiproliferativos sobre lineas

celulares de cancer de higado (HepG2) y de mama (MCF-7) (Lam yNg, 2010), entre otros.

Algunas lectinas vegetales han sido empleadas como terapias alternativas para pacientes de

cancer de mama (Silva et al, 2014).

4.4.1 Actividad antioxidante

La informacion disponible respecto a la actividad antioxidante de lectinas apunta a que ésta
se puede dar de forma dosis-dependiente (Frassinetti et al, 2015, Saha et al, 2014), sin
embargo, algunos autores han considerado que seria prudente no descartar la posibilidad de
que el efecto antioxidante sea por medio de la actividad conjunta entre los componentes de
la planta (Ozsoy et al, 2012) e incluso, una posible actividad antioxidante por medio de
quelacion de hierro y cobre (Carrasco-Castilla ef a/, 2012), impidiendo asi que puedan unirse

a otras moléculas y generar un mayor dafio oxidativo.

4.5 Efecto toxico

Se sabe que, en general, los sintomas que caracterizan a la toxicidad aguda de las lectinas en
humanos son nauseas, vomito, diarrea y distension. En animales experimentales alimentados
a base de plantas que se sabia contenian lectinas los sintomas evidentes son la pérdida de
peso, disminucion del apetito y eventualmente la muerte. Esto se debe en parte a la resistencia
que tienen la mayoria de las lectinas a ser degradadas durante el proceso de la digestion,
conservando éstas su actividad bioldgica e impidiendo la absorcion de nutrientes

(Vasconcelos y Oliveira, 2004).



5. Ruta graveolens L

5.1 Clasificacion sistematica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae
Subfamilia: Rutoideae
Género: Ruta
Especie: Ruta graveolens L

Nombre comun: Ruda

Figura 4 Ruta graveolens.



5.2 Descripcion morfologica

Es un arbusto de 50 a 90cm de altura, cuyo tallo estd muy ramificado. Tiene hojas carnosas
de color verde azulado y aroma fuerte. Las flores de cinco pétalos, amarillas (Figura 4). Los
frutos son carnosos y presentan una superficie rugosa (Biblioteca digital de la medicina

tradicional Mexicana).

5.3 Distribucion
R. graveolens es una planta nativa de la region Mediterranea, que posteriormente ha sido
distribuida a regiones como Europa y Asia, especialmente en China, India y Japon (Ratheesh

et al, 2011), hasta ser considerada cosmopolita por su amplia distribucion actual.

5.4 Propiedades medicinales
Entre los usos que recibe la ruda, se encentra el tratamiento de reumatismo, dolor intenso,
dolor de cabeza, desordenes gastricos y mareos, lo cual puede sugerir que existe cierta

actividad antiinflamatoria (Raghav et a/, 2006).

Se ha empleado también como emenagogo, ecbodlico, anihelmintico, antiespasmodico,
antifungico, antibacterial e hipotensor, se ha aplicado en tratamiento contra cisticercosis
intracraneal y, el uso de ciertas soluciones homeopaticas ha resultado efectivo al inducir
muerte a células de cancer cerebral, aunque se desconoce cudl es el componente activo que

genera esta ultima respuesta. (Preethi et al, 2006).

Recientemente se ha descrito que esta planta tiene un efecto protector contra el dafio a las
cadenas de ADN y mutagénesis, ademas de inducir la remocion de un grupo amida de la
proteina antiapoptdtica Bel-xL en células de cancer cerebral humano pero no en linfocitos B
y T, lo cual aumenta la sensibilidad de las células cancerigenas a sefiales de muerte, sin

afectar a las células normales (Rios, 2015).

Se ha reportado recientemente la presencia de lectinas en raiz de Ruta graveolens en el cual
muestra una actividad fagocitica elevada de células tratadas con ésta lectina, sin mencionar

algo respecto a su posible actividad antioxidante o anticancer (Necib et al, 2015).



5.5 Efecto toxico
A pesar de sus multiples propiedades curativas, resulta contraproducente su uso a dosis altas,
ya que puede generar una serie de efectos negativos, pues entre otras cosas se considera que

de esta forma pasa de ser un agente AO a uno pro oxidante (Preethi et al, 2006).

Se sabe que en ratones, la LDso del extracto acuoso de ruda es de 219.45 mg/Kg (Lagarto-

Parra et al, 2001).

En seres humanos, se describe el efecto abortivo y toxico al ingerir el extracto acuoso de las

hojas en grandes dosis y con frecuencia.

El efecto externo de la ruda es tan irritante que el manejo continuo de la planta puede
ocasionar ardor, eritema, picazén, y vesicacion de la piel. Causa ademas dermatitis y
fotodermatitis. Via oral, el aceite puede causar un severo dolor de estomago, vomito,
confusién y convulsidn, y hasta la muerte (Biblioteca digital de la medicina tradicional

Mexicana).



Planteamiento del problema

Actualmente uno de los principales problemas de salud en el mundo es el cancer, el cual
resulta una de las principales causas de muerte en la poblacion tanto por su agresividad como
por su capacidad invasiva. Ademas, existe la dificultad de establecer un tratamiento adecuado

contra este sindrome que sea eficaz y selectivo al reconocer células cancerosas.

En este sentido, la aplicacion de lectinas se considera como una alternativa viable en la etapa
inicial del cancer, ya que, limitan el crecimiento de las células malignas en estadios
tempranos, ademas de poseer un efecto antioxidante que impide la produccion excesiva de
radicales libres, aunado a esto, son capaces de reconocer a aquellas células transformadas de
las normales al unirse a los azliicares de membrana que presentan las células malignas e

inducir muerte celular en las mismas.



Justificacion

En México, 30% de los casos de cancer en mujeres corresponden al cancer de mama. Los
tratamientos empleados en la actualidad son poco selectivos en cuanto a las células diana,
por lo tanto es necesario recurrir a nuevos métodos para contrarrestar este problema de salud.
Durante la progresion de la célula sana a maligna, se presentan una gran cantidad de cambios
entre los que destacan la sintesis descontrolada de biomoléculas, como los glicidos de las
membranas. Lo anterior afecta tanto a la comunicacién como al reconocimiento de las
células, asi como a su capacidad de evadir sefales de muerte celular. Las lectinas son
moléculas capaces de reconocer azucares de forma selectiva, asi como de inducir muerte a
células cancerigenas via apoptosis o bien, induciendo a las células cancerosas a autofagia, no
ocurriendo esto en células sanas, se presume que esto ocurre gracias a un mecanismo de
reconocimiento a azucares, por lo que estas proteinas a futuro podrian aplicarse en el

diagnostico y tratamiento del cancer.



Hipaotesis
El céncer estd asociado a una produccion excesiva de radicales libres, entonces, la
administracion del extracto de R. graveolens enriquecido con lectinas interferira con el

proceso de carcinogénesis, restableciendo la homeostasis en la produccion de radicales libres.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de las lectinas de R. graveolens en un modelo murino de cancer por medio

de marcadores de estrés oxidativo.

Objetivos particulares

Obtener un extracto salino enriquecido con lectinas de tallo de R. graveolens.
Caracterizar bioquimicamente las lectinas presentes en el extracto enriquecido de
forma parcial.

Generar un proceso de carcinogénesis en ratones hembra de la cepa CD-1 por
medio de una administracion de NiO.

Inferir por medio de la cuantificacion de nitritos la presencia de 6xido nitrico en
sangre € higado de raton.

Evaluar la capacidad de detoxificacion de perdxido de hidrégeno por la actividad
enzimadtica de catalasa en higado y sangre de raton.

Analizar el dafno a membrana celular por medio de la peroxidacion lipidica en

higado y sangre de raton.
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Materiales y Método
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1. Extraccion salina

i

Figura 5 Extraccion de proteinas
empleando solucion de alto poder
ionico

Debido a un aumento en la fuerza iénica del medio
disminuye la interacciéon proteina- agua al
eliminarse la capa de solvatacion, lo cual genera que
las proteinas interactien entre si y de esa manera
aumenten su densidad y se separen (Mendoza et al,
2007).Es importante remarcar que por este método
se evita la desnaturalizacion de las proteinas

extraidas.

Se realiz6 una extraccion salina de proteinas de tallo
de R. graveolens L.

Se emplearon 100 g de material vegetal fresco
limpio y se maceraron en una relacion 1:3 con
solucion salina al 10%. Posteriormente se dejo el
material vegetal junto con la solucion salina
empleada y se refriger6 por 24 horas.

El material vegetal fue removido de la mezcla por
filtracion, obteniendo el mayor volumen de extracto
posible. Una segunda filtracion se llevd a cabo a

vacio utilizando papel cuantitativo Wattman no.1. El

extracto fue centrifugado a 3,500 RPM (Revoluciones por minuto) por 20 minutos, y

posteriormente a 4,000 RPM por 10 minutos. Después de ser centrifugado se desecho el

botdn celular en cada ocasion (Figura 5).
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2. Purificacion parcial
2.1. Dialisis
Este proceso se realiza con el objetivo de retirar componentes de bajo peso molecular, en
especial sales y se basa en las propiedades de una membrana semipermeable que permite el
paso a moléculas inferiores a cierto peso molecular, reteniendo en el interior a aquellas

mayores, siendo el transporte consecuencia de la diferencia de concentracién a ambos lados

de la membrana (Sanchez-Ferrer, 1998).

Se coloco el extracto en el interior de una membrana con un poro de 3 KDa, se sell6 con la
finalidad de evitar pérdida de éste y se introdujo en un volumen de agua destilada 10 veces

mayor al contenido en el interior de la membrana y se mantuvo en agitacion por 24 horas.

Posterior a este lapso se realizé una prueba cualitativa a dicho medio, la cual consistid en
colocar 200 pL de medio en un vidrio de reloj y anadir 100 uL de solucién de nitrato de plata
0.1 M, de haber cloruro de sodio presente en el medio, se formo un precipitado lechoso, como

indica la reaccion:
Cl—(ac) + AgNO3 (ac) 2> NO3_(ac) + AgC1 | (precipitado blanco) (Figura 6)

De presentarse dicho precipitado se cambi6 el medio de dialisis; al no aparecer éste, el
extracto se colectd en frascos limpios y se almaceno en refrigeracion. A esta fraccion se le

denomino extracto dializado.

T

Figura 6 Precipitado de cloruro de plata, positivo a presencia de cloruro de sodio.
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2.2 Cromatografia de afinidad

La cromatografia de afinidad es una variante que permite la purificacion de ciertas sustancias
al emplear una matriz o fase estacionaria rica en algin compuesto afin a aquella que
deseamos purificar, en este caso, proteinas. El ligando afin puede ser algun carbohidrato,
inmunoglobulina, antigeno, entre otros, y puede ser especifico para una proteina o familia de

proteinas (Burden y Whitney, 1995).

La cromatografia de afinidad tiene la ventaja de ser altamente selectiva para la retencion de
proteinas afines a la columna, para ello, emplean sistemas de baja presion, columnas cortas

y un campo restringido para la separacion (Quimica analitica instrumental, 2007).

Se prepar6 la columna empleando silica gel, en una bureta de 25 mL, evitando la formacién

de espacios dentro de ésta, hasta la marca de 5 mL.

Se anadio el extracto dializado con cuidado de no impactar con demasiada fuerza sobre la
silica y se dejo que todo éste pasara al final de la columna, colectdindolo en un recipiente
limpio.

Con la finalidad de evaluar la afinidad diferencial azlicares de las proteinas contenidas en el

extracto dializado, se realizo la elucién emple6 diferentes con 40 mL de diferentes soluciones

0.1 M de los siguientes azucares:

e Arabinosa
e (alactosa
e Sorbitol

e Sacarosa

e Manitol
e Lactosa
e Glucosa

e Fructosa

Se colectd cada fraccion por separado y se preservaron a una temperatura de 4° C.



Se dializ6 cada fraccion como se sefiald anteriormente y para garantizar que el proceso habia
sido exitoso al extraer los azicares empleados para la elucion, se cuantificd los azucares

presentes en el medio por el método de Dubois (Lugter, 2010).
3. Caracterizacion bioquimica
3.1. Cuantificacion de proteinas
Se realiz6 por el método de Biuret y por el método directo o UV.
El método de Biuret se basa en la generacion de color en presencia de enlaces peptidicos

El ion del cobre forma un complejo planar rectangular entre los cuatro 4&tomos de nitrogeno
de los grupos amino de dos cadenas polipeptidicas paralelas, resultando una solucion de

proteinas azul (Burden y Whitney, 1995).

Para la cuantificacion por el método de Biuret se elaboré una curva patron con BSA
(Albumina sérica bovina), en un rango de 0.1 a 1 mg/mL, teniendo como volumen final 1
mL, a lo cual se afiadio 4 mL de reactivo de Biuret. Para la cuantificacion de las muestras se
tomo 500 puL de muestra y se completd el volumen a 1 mL, se dio el mismo tratamiento que

a la curva patron y se leyo a 545 nm después de 20 minutos. (Figura 7).

Figura 7 Cuantificacion de proteinas por el método de Biuret

El método directo o UV se fundamenta en que ciertos aminoacidos, como el triptéfano y
tirosina y, en menor medida, fenilalanina, pueden ser leidos en una longitud de onda de 280

nm, sin embargo, dado que no se conoce el coeficiente de extincién molar de las proteinas
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presentes en la muestra, se parte del supuesto de que la proporcion de estos aminoacidos es

similar a la que se puede encontrar en BSA (Burden y Whitney, 1995).

Para la cuantificacion por el método directo se precipitd las proteinas presentes en 150 pL de
extracto con 75 pL de TCA (Acido Tricloroacético) al 10%, después de lo cual se centrifugd
a 4000 RPM por 15 minutos, se desechd el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 1
mL de solucion 1:1 de NaOH 0.8 N y SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) a una concentracién
de 10%.

Se empled como blanco la solucion de resuspension y se leyo la absorbancia de las muestras
a 260 y 280 nm en un espectrofotometro UV, para conocer la concentracion de proteinas

presentes en dicha muestra se aplico la siguiente formula:
[ ] (mg/mL) = (1.55 x A280) — (0.76 x A260).
3.2 Cuantificacion de carbohidratos totales y reductores

Este método propuesto por Dubois et al en 1956 se fundamenta en que los carbohidratos son
particularmente sensibles a 4cidos fuertes y altas temperaturas. Bajo estas condiciones una
serie de reacciones complejas toman lugar, empezando con una deshidratacion simple, si se
continua el calentamiento y la catélisis 4cida se producen varios derivados del furano que
condensan consigo mismos y con otros subproductos para generar compuestos coloridos,
producto de la condensacion de compuestos fenolicos y con heterociclos con el nitrogeno
como heteroatomo. Todos los azucares como oligosacaridos y polisacaridos pueden ser
determinados, recordando que €stos bajo hidrolisis acida producen monosacéridos. La forma
en que procede la reaccidon no es estequiométrica y depende de la estructura del azucar, por

lo tanto se realiza una curva patron (Lugter, 2010).

En este método, el azucar se torna hidroximetilfurfural (HMF) o furfural (F), los cuales seran

determinados leyendo la absorbancia a 490 nm (Lépez-Cordoba, 2011).

Se cuantificaron carbohidratos totales por el método de Dubois, el cual se basa en el hecho

de que los carbohidratos son particularmente sensibles a acidos fuertes y altas temperaturas.



Para su desarrollo se elabor6 una curva patrén de glucosa de 10 a 100 pg/ mL de glucosa,
completando a 1 mL, y se afiadio 0.6 mL de fenol al 5% y 3.6 mL de acido sulfurico

concentrado. Se homogeneizod y se leyo a 480 nm una vez que se hubo enfriado los tubos.

La preparacion de las muestras problema se llevo a cabo tomando 100 pL. de muestra y
completando el volumen a 1 mL; el resto del proceso se llevé a cabo de la misma forma que

en el caso de la curva patron (Figura 8).

Figura 8 Reaccion de Dubois o de Fenol-acido sulfurico

Para la cuantificacion de azucares reductores se empled el método de DNS (4acido 3,5-

dinitrosalisilico).

El método DNS es una técnica colorimétrica que emplea 3,5-4cido dinitrosalicilico para la
hidrdlisis de polisacaridos presentes en una muestra, seguido de la determinacion

espectrofotométrica de los azticares reductores.

El 4cido 3,5-dinitrosalicilico en presencia de calor reduce el 4cido 3-amino-nitrosalisilico por
los aztcares reductores presentes, desarrollandose un color amarillo-café, el cual es estable

hasta por 24 horas (Mejia-Giraldo et al, 2007).

Se elabord una curva patrén de glucosa en un rango de 0.5 a 2 mg/mL de glucosa,
completando el volumen a 500 pL. Para la cuantificacion de azicares reductores en las
muestras se tomo6 500 pL. de muestra, y, tanto a los tubos con los cuales se elabor6 la curva
como a las muestras, se les afiadié 500 pL de reactivo DNS, se colocaron a bafio maria en

ebullicion por 5 minutos y se adicion6 5 mL de agua destilada a cada tubo.

Se leyo la absorbancia de cada muestra a 540 nm y se obtuvo la concentracion de azucares

reductores contrastando con los valores obtenidos por medio de la curva patrén (Figura 9).
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Figura 9 Reaccion de DNS

3.3 Termoestabilidad

Se sabe que las proteinas nativas son estables practicamente de forma exclusiva en
condiciones fisioldgicas; lo cual las vuelve susceptibles a desnaturalizacion por alteraciones
en el equilibrio de las fuerzas débiles que no forman enlaces y mantienen la conformacion

nativa.

Al calentar una proteina en solucion, sus propiedades sensibles de conformacién como la
rotacion optica, la viscosidad y la absorcion de UV cambian de forma abrupta en un espectro

de temperaturas estrecho.

Esta alteracion casi discontinua indica que la estructura nativa de la proteina se despliega en
una forma cooperativa; cualquier despliegamiento parcial de la estructura desestabilizada la

remanente, que debe colapsar en forma simultdnea para enrollarse al azar (Voel y Voet,

2006).

Para realizar esta prueba, las proteinas fueron incubadas a temperatura ambiente, 40, 60, 80
y 100 °C durante 30 minutos cada una, para posteriormente someterse al ensayo de

hemaglutinacion como se realiza normalmente.
3.4 Estabilidad en cambios de pH

Se incluye a los cambios de pH como uno de los motivos de desnaturalizacion, ya que alteran
los estados de ionizacion de las cadenas laterales de aminoacidos, lo cual cambia la
distribucion de carga de la proteina y por lo tanto, los requerimientos para la formacion de

puentes de hidrogeno (Voel y Voet, 2006).
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Se incubd las proteinas a pH 5, 8 y 11 por 18 horas, para posteriormente neutralizar con el
conjugado del buffer empleado, una vez hecho esto, se someti6 a las proteinas a la prueba de

hemaglutinacion de forma regular.

4. Ensayo funcional

4.1 Hemaglutinacion en sistema ABO

Las lectinas son proteinas que se combinan especificamente con moléculas de carbohidratos.
Debido a que los carbohidratos estan presentes de forma casi universal en la superficie
externa de las membranas celulares, las lectinas pueden emplearse para marcar y aglutinar

células por medio de éstos (Deyrup — Olsen I, 1994).

La aglutinacion consiste en la agregacion sistematica de células mediada por macromoléculas
especificas (lectinas) que reconocen estructuras moleculares determinadas (antigenos) sobre
la superficie celular. Este proceso depende del numero de determinantes antigénicos y de su

localizacion sobre la célula.

Los antigenos definidos por estructuras de azlicares, son productos indirectos de genes, entre
éstos, se encuentran los de los grupos sanguineos A, B y O. Cuando las células que se
aglutinan son globulos rojos, el fendmeno se denomina hemaglutinacion. La distribucion de
los ligandos en la superficie de la membrana es diferente para cada aglutinina utilizada, lo
cual depende de la afinidad y del sitio de union especifico. A medida que aumenta el poder

aglutinante de la lectina, el aglutinado toma una forma esférica.

La mayoria de las lectinas aglutinan eritrocitos de todos los grupos sanguineos, actuando a

la misma dilucion y por lo tanto no son especificas de grupo (Rodriguez et al, 2004).

Se empled sangre de los grupos A, B y O Rh positivo, las cuales se centrifugaron a 3900
RPM por 20 minutos, y se retiré el plasma, posteriormente se lavo con PBS en una proporcion
de 10:1, posterior a lo cual se centrifugd a 3900 RPM por 20 minutos, repitiendo este proceso

dos ocasiones, después de lo cual se prepar6 una suspension de eritrocitos al 3%.

Se coloco en una placa de pocillos concavos 50 pL de solucion de eritrocitos y se afiadio
extracto con una concentracion proteica de 50 pg/mL, 40 pg/mL, 30 ng/mL, 20 ng/mL y 10

png/mkL; se incubd por 1 hora y se examiné cada pocillo tanto de forma macroscopica como



microscopica, resuspendiendo la solucidon restante y colocando 10 pL de muestra en un

portaobjetos, se observo con aumento de 10X y 40X.

5 Actividad bioldgica

5.1 Diseiio experimental

Se formaron grupos experimentales con seis individuos cada uno, todos ratones hembras de
la cepa CD-1, con un mes de edad al momento de la induccion de cancer, a los cuales se tuvo
en observacion tres meses después, registrando semanalmente el peso de los individuos,
posterior a este lapso se les administro lectinas de tallo de ruda via oral, dicho tratamiento
tuvo una duracion de 10 dias, posterior a lo cual se sacrifico a los individuos por decapitacion.
Desde el nacimiento al fin del tratamiento, los ratones se mantuvieron en condiciones de
bioterio, con agua y comida ad libitum. Se puede observar las caracteristicas individuales de

cada grupo en la tabla 1.



Tabla 1 Disefio experimental

Grupo

Caracteristicas

Control

Los individuos tuvieron un desarrollo normal, sin mayor

manipulacion que la recibida por el personal de bioterio.

Vehiculo

Se les inyectd tinicamente vehiculo en el momento de la induccion
(0.05 mL de aceite de oliva), durante el tratamiento se administro

solucion fisiologica.

NiO

Se le administré 6xido de niquel via intradermal (10 mg de NiO

en 0.05 mL de aceite de oliva).

Control 1

Se administré la lectina a la dosis establecida mas elevada (1.5

mg/kg) posterior al periodo de induccién de cancer.

Tx 1

Se administr6 6xido de niquel via intradermal y posterior al
periodo de induccion de cancer se administré la lectina a la dosis

mas elevada (1.5 mg/kg).

Control 2

Se administro la lectina a la dosis intermedia (1 mg/kg) posterior

al periodo de induccion de cancer.

Tx 2

Se administré 6xido de niquel via intradermal y posterior al
periodo de induccion de cancer se administré la lectina a la dosis

intermedia (1 mg/kg).

Control 3

Se administro la lectina a la dosis mas baja (0.5 mg/kg) posterior

al periodo de induccion de cancer.

Tx 3

Se administré 6xido de niquel via intradermal y posterior al
periodo de induccion de cancer se administrd la lectina a la dosis

mas baja (0.5 mg/kg).




5.2 Induccion de cancer y seguimiento del proceso

La ingestion del niquel via alimentos y en menor medida por medio del agua, son la principal
via de exposicion para la poblacion no fumadora. También puede darse via inhalacidon o por

absorcion percutanea.

El niquel y sus compuestos son potentes cancerigenos, tanto en los animales como en el

hombre (Ortiz Diaz et al, 1995).

El mecanismo de accion del 6xido de niquel es por medio de factores genéticos y
epigenéticos, como son cambios conformacionales y generacion de radicales de oxigeno.
Ademas, existen reportes acerca de compuestos de niquel que promueven la proliferacion
celular; por lo tanto, lo que podrian ser lesiones reparables de ADN pasan a ser mutaciones

irreparables (Das et al, 2008).

Se ha reportado que parte de la toxicidad de 6xido de niquel se debe a la produccion de

radicales libres, la cual se considera moderada (Cameron et al, 2011).

Se administr6 6xido de niquel via intradermal debajo de la mama izquierda a una dosis tinica

y una sola aplicacion a los grupos de los cuales se mencion6 previamente que fueron tratados.

Se aplico un volumen de 0.05 mL de aceite de oliva, los cuales contenian 10 mg de 6xido de

niquel.

Se permiti6 el progreso del proceso carcinogénico y se monitored tanto el peso como el
desarrollo de abultamientos palpables a lo largo de 3 meses, registrando cambios en peso de
forma semanal y paricion y progreso de abultamientos conforme éstos aparecieron (Figura

10).



Figura 10 Tumor en raton hembra de la cepa CD-1 posterior a induccion de cancer con
oxido de niquel

5.3 Tratamiento

Al concluir el periodo de induccién de cancer en los individuos experimentales, se aplico a
los ratones preestablecidos para ello las tres diferentes dosis de lectinas, habiendo sido
seleccionadas aquellas presentes en la fraccion de glucosa, y siendo las dosis elegidas 1.5
mg/kg, 1 mg/kg y 0.5 mg/kg, con base en la LDso (Dosis letal media) del extracto acuoso de
R. graveolens para ratones, la cual es de 219.45 mg/Kg (Lagarto-Parra et al, 2001) y la
concentracion de proteinas en los extractos, siendo el vehiculo para la administracion de las

proteinas presentes en la fraccion seleccionada solucion fisiologica.

Las dosis fueron administradas diariamente durante un periodo de 10 dias, después de los

cuales se procedi6 a sacrificar a los individuos.

5.4 Obtencion de higado y plasma

Se sacrifico a los individuos por el método de decapitacion y se colectd la sangre en tubos de
vacutainer con EDTA (Acido etilendiaminotetraacético), los cuales de inmediato fueron

colocados en hielo.
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Se extrajo cuidadosamente el higado de cada ratéon y se colocod debidamente etiquetado en

solucion fisiologica y en hielo.

Posteriormente se perfundié cada higado en solucion fisiologica hasta que se limpid por

completo la sangre y se sumergieron en amortiguador PBS previo a la maceracion.

La maceracion se realizdo en morteros de porcelana siguiendo una proporcion de 5 mL de

amortiguador de homogenizacion por cada gramo de higado de raton.

Una vez macerado el contenido del mortero se vertio en tubos conicos, filtrandolo por medio

de una doble capa de gasa.

Tanto las muestras de sangre como el homogenado de higado fueron centrifugados a 5000

RPM por 5 minutos.

Para la realizacion de las pruebas biologicas se empled el plasma y el sobrenadante del

macerado de higado.
5.5 Cuantificacion de proteinas en higado y plasma

Se cuantifico proteinas en higado y plasma de ratén por el método de Biuret (Burden y

Whitney, 1995).

Para su cuantificacion se tomaron 50 uL de muestra y completando a un volumen final de 1

mL.
5.6 Actividad enzimatica de catalasa en higado y plasma

La catalasa es una de las enzimas mas abundantes en la naturaleza y se encuentra
ampliamente distribuida en el organismo humano, aunque su actividad varia segtn el tejido,
¢ésta resulta mas elevada en el higado y los rifiones, més baja en el tejido conectivo y los
epitelios. A nivel celular se localiza en las mitocondrias y los peroxisomas, excepto en los
eritrocitos, donde se encuentra en el citosol. Esta enzima es una metaloproteina tetramérica,
cuyo peso molecular se encuentra en el rango de 210-280 kDa. Consta de 4 subunidades
idénticas que se mantienen unidas por interacciones no covalentes. Cada subunidad contiene
un grupo prostético de protoporfirina IX y el contenido protohémico y el de hierro

representan un 1,1 % y 0,09 % respectivamente del peso molecular total de la enzima.



La catalasa como parte del sistema antioxidante esta involucrada en la destruccion del H>O>
generado durante el metabolismo celular. Esta enzima se caracteriza por su alta capacidad de
reaccion pero relativamente poca afinidad por el sustrato. Presenta dos funciones: la catalitica

y la peroxidativa.
Ambas se pueden representar por la ecuacion:
H>0: + HoR - 2H,0 + R

La reaccion general entrana la reduccion del sustrato tomando los atomos de hidrégeno
aportados por el donador y los productos finales serian el sustrato reducido y el donador

oxidado.

En la funcion catalitica, el donador es otra molécula de H>O». Esta funcién sélo puede ser

realizada por la enzima en su forma tetramérica.
H>0: + H202 2 2H20 +03

En la reaccion peroxidativa la enzima puede utilizar como donadores de hidrégeno al
metanol, etanol, dcido férmico, fenol y formaldehido. Esta funcion se puede realizar con

monodmeros, dimeros y tetrameros (Céspedes-Miranda et al, 1996).

En el rango ultravioleta H>O> muestra un aumento continuo en la absorcion con longitud de
onda decreciente. La descomposicion de H2O. puede ser seguida por el decremento a
absorbancia de 240 (€240 = 0.00394 + 0.0002 litros/mmol mm) diferencia en absorbancia

(AA240) por unidad de tiempo es una medicion de la actividad de la catalasa.

Esta medicion puede llevarse a cabo en un rango de 0 a 37 °C, aunque el ideal es 20 °C,
mientras el rango de pH puede ir de 6.8 a 7.5, aunque suele hacerse a un pH de 7.0 (Aebi,

1947)
Se utiliz6 peroxido de hidrogeno 30mM en amortiguador PBS.

Se colocaron 3 mL del sustrato y 25 pL de muestra, se resuspendi6é cuidadosamente y se
ley6 inmediatamente en un espectrofotdmetro UV a una absorbancia de 240 nm, registrando

la absorbancia obtenida cada 10 segundos por 5 minutos, y empleando la pendiente de la



recta de tiempo contra sustrato degradado para determinar la actividad de la enzima catalasa

(Figura 11).

Figura 11 Prueba de actividad de catalasa

5.7 Cuantificacion de nitritos en higado y plasma

El NOe se sintetiza a partir de la L-arginina, por la actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa
(NOS), que posee tres isoformas, NOS-I, NOS-II y NOS-III. La NOS-I y la NOS-III son
descritas como isoformas constitutivas (c(NOS) y pueden ser objeto de regulacion génica,
mientras que la NOS-II representa la isoforma inducible (iNOS), ya que se expresa en células
estimuladas por diferentes citoquinas proinflamatorias como la interleucina-1 (IL-1),
interferon gamma (INF-y) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a). La NOS-II produce
concentraciones mucho mas elevadas de NOe con respecto a la actividad de NOS-I y NOS-

III.
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La cuantificacion de NO- es dificil en medios bioldgicos, debido a su corta vida media (de 6
a 10 segundos) y a sus bajas concentraciones y por eso se cuantifican sus metabolitos

estables: nitrito y nitrato (Adarmes et al, 2009).

Se ha establecido una fuerte correlacion entre la produccion endogena de NO y los niveles
de nitrito y nitrato en plasma, suero y orina, por lo tanto, la medicion de estos niveles provee

de una fuente cuantitativa confiable de la produccion de NO in vivo (Miranda et al, 2001).

Se llevé a cabo siguiendo el método de Griess, en la cual, el nitrito se trata primero con un
reactivo diazotizante como la sulfanilamida en medio 4cido para formar una sal de diazonio,
la cual a su vez se hard reaccionar con N-naftiletilendiamina (NED) para formar un
compuesto azo estable. El color purpura del producto permite leer muestras con
concentraciones desde 0.5mM. La absorbancia de este aducto a 540 nm es linealmente

proporcional a la concentracion de nitritos en la muestra (Sun et a/, 2003).

Se tomd 100 pL. de muestra y se complet6 el volumen a 1 mL con agua desionizada y se
afadi6 1 mL de Sulfanilamida 5 %, se incub6 en oscuridad por 15 minutos y posteriormente
se aiadié NED y se incubd por 15 minutos mas, posteriormente se leyo a una absorbancia de

540 nm.

Se calcul6 la concentracion de nitritos presentes en la muestra calculando por medio de una

curva patron de nitrito de sodio elaborada previamente, la cual fue de un rango de

concentracion de 0 a 100 uM (Figura 12).

Figura 12 Cuantificacion de nitritos por el método de Griess



5.8 Cuantificacion de peroxidacion lipidica (LPO) en higado y plasma

La LPO es un proceso complejo que, se sabe, ocurre tanto en plantas como en animales. Este
proceso involucra la formacion y propagacion de radicales lipidicos, absorcion de oxigeno,
reordenamiento de dobles enlaces en lipidos insaturados y la eventual destruccion de
membranas lipidicas, produciendo varias sustancias de desecho, incluyendo alcoholes,
cetonas y aldehidos. Las membranas biologicas son ricas en acidos grasos insaturados y
banadas en un fluido rico en oxigeno con contenido metalico, por lo cual es de esperarse que
las membranas lipidicas sean susceptibles a ataques peroxidativos. Generalmente este
proceso inicia con la extraccion de un atomo de hidrogeno de un 4cido graso insaturado, lo
cual conduce a la formacion de un radical lipidico, luego, el nuevo arreglo de los dobles
enlaces resulta en la formacion de conjugados dieno. El ataque por oxigeno molecular
produce un radical peroxi, el cual puede ya sea tomar un atomo de hidrégeno de algun lipido

cercano para formar un hidroperéxido lipidico o formar un endoperdxido lipidico.

La formacion de endoperoxidos lipidicos en acidos grasos insaturados que contienen al
menos tres dobles enlaces metilados puede llevar a la formacion de malondialdehido como

producto de lisis (Buege y Aust, 1978).

Se realizo la cuantificacion de LPO por el método de TBARS, para lo cual se tom6 0.1 mL
de muestra, 0.1 mL de buffer TRIS-HCI, 0.1 mL de FeSO4y 0.1 mL de 4cido ascorbico y se

completo el volumen a 1 mL empleando agua destilada; se incub6 por 15 minutos a 37 °C.

Posteriormente se afiadio 1 mL de TCA y 2 mL de TBA (4cido tiobarbiturico), se cubrieron
y se incubaron a 100 °C por 15 minutos, posteriormente se centrifugaron a 3000 RPM por 10

minutos y se leyo el sobrenadante a 532 nm (Figura 13).

Para obtener la concentracion de MDA (malondialdehido) en las muestras se empled el

coeficiente de extincién molar de dicho compuesto.



Figura 13 Cuantificacion de MDA por el método de TBARS.

6 Analisis estadistico

La concentracion de Malondialdehido y nitritos, asi como la actividad enzimatica de
catalasa fueron analizadas por la prueba de ANDEVA de una via seguida por la

prueba de tukey. P < 0.05 se considerd como significativo.
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Resultados

1. Rendimiento

En la tabla 2 se muestra el rendimiento obtenido en cada una de las etapas de purificacion

del extracto de tallo de R. graveolens.

Tabla 2 Rendimiento de proteinas de tallo de R. graveolens a través de los diferentes pasos
de semipurificacion

Fraccion Volumen Concentracion de Proteinas  Porcentaje

(mL) proteinas totales
(mg/mL) (mg)
Extracto 300 59 1770 100%
crudo

Extracto 175 0.98 171.5 9.68%
dializado
Arabinosa 39 1.63 63.57 3.59 %
Galactosa 40 0.14 5.60 0.31%

Sorbitol 46 0.19 8.74 0.49 %
Sacarosa 39 0.19 7.41 0.41 %

Manitol 40 0.08 3.20 0.18 %

Lactosa 41 0.65 26.65 1.50 %

Glucosa 42 0.42 17.64 0.99%
Fructosa 42 0.77 32.34 1.82%

Posteriormente se muestra en la tabla 3 el rendimiento con respecto a la actividad

hemaglutinante que se present6 en los diferentes pasos de semipurificacion.



Tabla 3 comparacion de rendimiento respecto a la actividad hemaglutinante

Fraccion  Porcentaje Actividad

hemaglutinante
(Grupo
sanguineo A+y
B+ a 50
mg/mL)

Extracto  100% 0/1

crudo

Extracto  9.68% 3/2

dializado

Arabinosa 3.59 % 0/2
Galactosa 0.31 % 3/2
Sorbitol 0.49 % 3/2
Sacarosa 0.41 % 3/3
Manitol 0.18 % 3/2
Lactosa 1.50 % 3/0
Glucosa 0.99% 3/3

Fructosa 1.82% 2/0

2. Caracterizacion bioquimica
2.1 Cuantificacion de proteinas

Se observo un decremento muy marcado de la concentracion proteica al pasar por cada fase
de semipurificacion, siendo mayores las concentraciones de proteinas de las fracciones de
arabinosa, fructosa y lactosa, siendo notablemente pequefia la concentracioén de proteinas en

la fraccion de manitol y galactosa (Grafico 1).
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Grdfico 1 Concentracion de proteinas por los métodos de Biuret y UV de las diferentes
fracciones obtenidas.

2.2 Cuantificacion de azucares totales y reductores

Se cuantifico azlicares totales unicamente en las fracciones de arabinosa, sacarosa y maltosa,

siendo los azucares reductores imposibles de detectar (Gréafico 2).
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Grdfico 2 Concentracion de azucares totales y reductores de las diferentes fracciones de
tallo de Ruta graveolens.

2.3 Termoestabilidad

Se observo al finalizar el tiempo establecido de incubacion, en el caso del grupo sanguineo
B+, pérdida en la actividad hemaglutinante a partir de los 40 °C en las fracciones de glucosa
y sacarosa, a partir de los 60 °C de extracto dializado, galactosa, sorbitol y arabinosa, y en el
caso de 80 °C se detectd pérdida de la actividad hemaglutinante del extracto crudo y fraccion

eluida con manitol (Figura 14).
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Figura 14 Prueba de termoestabilidad en grupo sanguineo B+.

En las fracciones probadas para el grupo sanguineo A+, se observo disminucioén en la
actividad hemaglutinante a 40 °C para lactosa a 50 ug/mL y galactosa a 40 pg/mL, pudiendo
observarse esto de nuevo en 100 °C y 80 °C respectivamente. A 60 °C se observa pérdida de
la actividad en la fracciéon de sorbitol, sin embargo, a 80 °C se observa actividad
hemaglutinante de nuevo en dicha fraccion, sin embargo, a la misma temperatura, la fraccion
de sacarosa muestra descenso en su actividad. Por otro lado el extracto dializado presenta

disminucioén en su actividad de forma muy tenue a 100 °C (Figura 15).
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.Sacarosa Galactosa
Sorbitol

EDII

Glucosa

Fructosa Lactosa Manitol

ED | A+

Figura 15 Prueba de termoestabilidad en grupo sanguineo A+

Para el caso del grupo sanguineo O +, se encontrd cambios relevantes a temperaturas de

100°C para sorbitol y glucosa a 30 pg/mL y sacarosa a 40 pg/mL (Figura 16 y 17).
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Sacarosa

glucosa

Galactosa

Manitol

Figura 16 Prueba de termoestabilidad en grupo sanguineo O+ de temperatura ambiente a

80 °C
0O+ 100 °C l
Glucosa

Fructosa Sacarosa

( \

Manitol

Figura 17 Prueba de termoestabilidad en grupo sanguineo B+ a 100 °C



2.4 Estabilidad en cambios de pH

Para el grupo sanguineo B+, la actividad hemaglutinante se pudo observar inicamente en el
rango de pH de 8, siendo mas notoria la actividad en las fracciones de galactosa y manitol a

una concentracion de 50 pg/mL (Figura 18).

Sacarosa

Glucosa

Galactosa

Manitol

Arabinosa

Figura 18 Prueba de estabilidad a cambios de pH en grupo sanguineo B+.

Para el grupo sanguineo A+, se puede sefialar que solo hubo actividad hemaglutinante a pH

8, siendo destacable la actividad en las fracciones de lactosa a 50 pg/mL (Figura 19).
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EDI

Fructosa
Sorbitol

Sacarosa

Lactosa

glucosa

Galactosa

Manitol

Figura 19 Prueba de estabilidad a cambios de pH en grupo sanguineo A+.

Para el caso del grupo sanguineo O+, se puede observar que solo se dio hemaglutinacion a
pH 8, con excepcion del extracto dializado a las concentraciones de 50 y 40 pg/mL, siendo,
por otro lado galactosa a 50 pg/mL y manitol con 50 y 40 pg/mL la que presentaron una

mejor actividad hemaglutinante en dichas condiciones (Figura 20).



EDII

Fructosa

Sorbitol

Sacarosa

Glucosa
Galactosa

Manitol

Figura 20 Prueba de estabilidad a cambios de pH en grupo sanguineo O+

3 Ensayo funcional

3.1 Hemaglutinacion en sistema ABO

Se observo al finalizar el tiempo de incubacion, de forma macroscopica aglutinacion de
eritrocitos del grupo B+ en las fracciones de extracto crudo de tallo I a la concentracion de
50 pg/mL de forma casi imperceptible, extracto dializado de tallo I en las concentraciones
de 50,40 y 30 pg/mL, siendo mas notoria la actividad de la muestra de 40 pg/mL. En extracto
dializado de tallo II s6lo en la concentracion de 50 pg/ mL, con una actividad baja. De las
fracciones obtenidas por medio de la elucion en columna del extracto se obtuvo aglutinacion
en las fracciones de glucosa, galactosa, sorbitol, sacarosa, manitol y arabinosa, todas a una

concentracion de 50 pg/mL, siendo especialmente notorio en el caso de glucosa y sacarosa
(Figura 21).
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Glucosa Sacarosa
ECl EDII

Galactosa .
EClI Arabinosa Manitol
Fructosa l Sorbitol Lactosa

l |

30 pg/ml

Figura 21 Prueba de hemaglutinacion en grupo sanguineo B+

En el grupo A+ se identifico en la fraccion de extracto dializado de tallo I que a 50 y 40
pug/mL tenia una aglutinacion moderada, mientras a 30 ug/mL una aglutinacion muy ligera.
El extracto dializado de tallo II presentd aglutinacion moderada a la concentracion de 50
ug/mL, y muy ligera a 40 ug/mL. Las fracciones que tuvieron actividad aglutinante fueron
fructosa, sorbitol, sacarosa y lactosa, todas a 50 ug/mL, siendo fructosa muy ligera y el resto
moderadas. También se encontro actividad en las fracciones de glucosa, galactosa y manitol,
a 50 y 40 pg/mL, conservando manitol en ambas concentraciones una actividad moderada, y
el resto mostraron una actividad moderada en la dosis mayor y muy ligera en la dosis de 40

png/mL (Figura 22).
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ECI EoHl Galactosa
ECII Arabinosa Manitol

Fructosa l Sorbitol l Lactosa

. }

10 pg/ml

Figura 22 Prueba de hemaglutinacion en grupo sanguineo A+.

En el grupo O+ se observo actividad de ambos extractos de tallo dializados en las
concentraciones de 50, 40 y 30 pg/mL siendo ésta moderada, al igual que en la fraccion de
fructosa y manitol. En el caso de la fraccion de glucosa se present6 actividad en las mismas
concentraciones de proteinas, siendo la actividad de 30 ug/mL muy ligera. Sorbitol presentd
actividad en las mismas concentraciones aunque de forma muy ligera. Galactosa y sacarosa
presentaron actividad en las concentraciones de 50 y 40 pg/mL de forma moderada, y
finalmente, lactosa sélo presentd actividad a la concentracion de 50 pg/mL de forma

moderada (Figura 23).
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Glucosa Sacarosa
Galactosa Manitol

£Cl EDII

ECII Arabinosa

Fructosa l Sorbitol l Lactosa

20 pg/ml

Figura 23. Prueba de hemaglutinacion en grupo sanguineo O+

Se pudo observar en las diferentes placas que la actividad hemaglutinante se dio
principalmente en los grupos A+ y B+, pudiendo observarse que en el caso de las muestras
aplicadas al grupo sanguineo A+ existe actividad a concentraciones mas bajas que en el caso

de B+, sin embargo, esta tltima presento actividad en un nimero mayor de fracciones.

Se presentan ejemplos de diferentes grados de hemaglutinacion observados durante éste

ensayo (Figura 24).



Figura 24. Ejemplo de grados de hemaglutinacion observados con un aumento de 40X.
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4 Actividad bioldgica

4.1 Seguimiento del proceso

Se observa en todos los grupos de ratones un aumento constante de peso, sin embargo, en
aquellos grupos que funcionaron como controles de dosis se observa que éste resulta incluso
mas bajo que el de aquellos grupos que recibieron tratamiento a las dosis sefialadas (Graficos

3,4y)5).
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O0l-ene.-14 21l-ene.-14  10-feb.-14 02-mar.-14 22-mar.-14  1l-abr.-14 01-may.-14 21-may.-14

dia
—e—Control —®—NiO 1.5 mg/kg lectinas ~ —@— 1.5 mg/kg lectinas + NiO
Grdfico 3. Peso corporal de ratones tratados con oxido de niquel (NiO), lectinas a una dosis

de 1.5 mg/kg o la combinacion de ambas, siendo sacrificados 3 meses posterior a la
aplicacion de NiO.
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Grdfico 4. Peso corporal de ratones tratados con oxido de niquel (NiO), lectinas a una dosis

de 1.0 mg/kg o la combinacion de ambas, siendo sacrificados 3 meses posterior a la
aplicacion de NiO.
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—@—Control —®—NiO —@—0.5mg/kglectinas —@—0.5 mg/kg lectinas+ NiO

Grdfico 5. Peso corporal de ratones tratados con oxido de niquel (NiO), lectinas a una dosis

de 0.5 mg/kg o la combinacion de ambas, siendo sacrificados 3 meses posterior a la
aplicacion de NiO.
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4.2 Actividad enzimatica de catalasa en higado y plasma

En plasma se obtiene una diferencia estadisticamente no significativa entre los grupos.

(Grafico 6).
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Grdfico 6. Actividad de Catalasa en plasma de ratones de la cepa CD-1. P con valor de
0.068, siendo p >0.05.
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En higado de raton, la actividad de catalasa es mayor en aquellos grupos tratados con lectinas
después de haber sido administrados con NiO, que aquellos tratados inicamente con lectinas.

Resulta significativa la diferencia entre los grupos de 1.0 mg/kg + NiO y 1.0 mg/kg (Gréfico
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Grafico 7. Actividad de Catalasa en higado de ratones de la cepa CD-1. P con valor de
0.025, siendo p<0.05.
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4.3 Cuantificacion de nitritos en higado y plasma

La concentracion de nitritos resulto ser estadisticamente no significativa. (Grafico 8).
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Grdfico 8. Concentracion de nitritos en plasma de ratones de la cepa CD-1. P con valor de
0.102, siendo p >0.05.
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La concentracion de nitritos en higado de raton es significativamente menor en el tratamiento

de 1.0 mg/kg + NiO y significativamente mayor en la dosis de 1.0 mg/kg (Gréfico 9).
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Grdfico 9. Concentracion de nitritos en higado de ratones de la cepa CD-1. P con valor de

0.009, siendo p <0.05.
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4.4 Cuantificacion de peroxidacion lipidica en higado y plasma

Se observa que el tratamiento con lectinas en todas las dosis probadas disminuye la
concentracion de MDA respecto al control positivo. Por otro lado, las lectinas no muestran
dafio significativo a membrana lipidica por si solas. Resulta significativa la diferencia que

presenta la dosis de 1.0 mg/kg + NiO (Grafico 10).
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Gradfico 10. Concentracion de MDA en plasma de ratones de la cepa CD-1. P con valor de

0.023, siendo p <0.05.

75



Con respecto al control positivo (NiO), en higado, se observa una disminucién en la
concentracion de MDA estadisticamente significativa al tratarse con la dosis de lectinas de
1.5 mg/kg. Los tratamientos con lectinas a todas las dosis en ausencia de NiO no muestran

dafio a las membranas lipidicas (Grafico 11).
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Gradfico 11. Concentracion de MDA en higado de ratones de la cepa CD-1. P con valor de
0.008, siendo p <0.05.
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Discusion

El rendimiento de proteinas tipo lectina fue de 9.29% respecto al extracto crudo, Hernandez-
Diaz et al, en 1999 reporta un porcentaje de lectinas de 2 a 10% respecto a proteinas totales,
lo cual resulta alto, comparado con el porcentaje de proteinas obtenido al purificar
Concavalina A, que es de 2.2% (Ganem-Baez y Martin Gonzalez, 2000).

Es importante resaltar que se obtuvieron varias fracciones hemaglutinantes, lo cual puede
reflejar que existe mas de una lectina presente en tallo de R. graveolens, teniendo diferente

comportamiento durante el ensayo funcional.

Se encontr6 una baja concentracion de azucares reductores respecto a la alta concentracion
de azucares totales, lo cual puede sefialar que la estructura de las lectinas no tiene aztcares
reductores expuestos, o incluso, como un caso excepcional, podria no tenerlos como parte de

su estructura (Goldstein et al, 1980).

Se observa hemaglutinacion en los tres grupos sanguineos para la fraccion de glucosa, siendo
mas marcada en los grupos A+ y B+; por otro lado galactosa presenta actividad tanto en A+

como en el grupo O+; y sacarosa en los grupos B+ y O+ (Tabla 3).

Se debe resaltar a la glucosa como un azicar muy importante a considerar, pues se encuentran
ampliamente relacionada con la progresion tumoral como una molécula de alta demanda por
parte de las células cancerosas debido a su elevado metabolismo, habiendo una
sobreexpresion de moléculas transportadoras en este tipo de células, especificamente del
grupo de sistemas facilitadores del transporte de glucosa (GLUT), las cuales son
glicoproteinas transmembranales, y se encuentran sobreexpresadas en tumores, en cancer de
mama se encuentra de manera particular GLUT-12, y su produccién se ve estimulada por el

estradiol (Castrejon et al, 2007; Macheda et al, 2005; Morani et al, 2014).

También es necesario considerar la relevancia que tienen los diferentes azucares en el
reconocimiento de células cancerosas, pues entre otras caracteristicas, suelen estar
sobreexpresados o bien, al sintetizarse de forma inadecuada algunas moléculas de membrana
quedan azucares expuestos, como el caso de galactosa en la secuencia incompleta de mucina-

1(MUC1) (Rambaruth y Dwek, 2011).



Cabe resaltar que en concentraciones menores se presenta mayor actividad hemaglutinante
en el grupo sanguineo A+, aunque en el grupo sanguineo B+ se presentan un mayor nimero

de fracciones con actividad hemaglutinante (Figura 21 y 22).

Se pudo observar que la concentracién minima a la cual se dio hemaglutinacién fue a 30
pg/mL, lo cual resulta elevado respecto al valor de concentracion minima aglutinante para
lectinas de Caesalpinia spinosa en el sistema ABO, siendo de 7.73 pg/mL para el grupo
sanguineo A+ y O+ (Mendoza et al, 2007), o 1.3 pg/mL para los grupos A+ y B+ (Mendoza-
Blanco et al, 2012), lo cual permite suponer que, si bien, existen proteinas de tipo lectina en

este extracto, es necesario llevar a cabo métodos de purificacion mas eficaces.

De manera general se observo que la actividad hemaglutinante se mantiene hasta 100 °C para
la fraccion de glucosa, manitol y fructosa en los tipos A+ y O+; y para la fraccion de sacarosa
persiste su actividad hemaglutinante hasta los 80 °C. No se observo actividad hemaglutinante
para el grupo sanguineo B+ cuando las fracciones se sometieron a temperaturas diferentes a
la ambiente., con excepcion de la fraccion de manitol, la cual mantiene su actividad biologica
hasta los 60 °C (Figura 14-17). Para Pisum sativum L se reporta actividad hemaglutinante
entre 40 y 60 °C, perdiéndose al aumentar la temperatura mas alla de este limite (Kabir et al,
2013).

Respecto al efecto del cambio de pH sobre la actividad bildgica de las fracciones obtenidas,
observamos que la actividad hemaglutinante se perdi6 en todas las fracciones en pH de 5 y
11, resultando relativamente estable a pH 8 (Figura 20), sin llegar a la actividad
hemaglutinante original, lo cual concuerda con lo reportado para la lectina de Pisum sativum
L., la cual se sefiala que mantiene actividad en un rango de pH de 6 a 10, senalando pérdida
de actividad total a pH 3, y a pH 11, con una drastica reduccion en el margen de pH de 4y 5
(Kabir et al, 2013). Esto puede significar que el margen al cual pueden funcionar
adecuadamente las proteinas es a pH cercanos a la neutralidad.

En lo que respecta al seguimiento dado a los sujetos de estudio, durante el periodo de
tratamiento, Se observo que los ratones tratados con la dosis de 1.5 mg/kg de lectinas
presentan menor peso, lo cual puede ser causado por el efecto antinutricio que se ha reportado
respecto a las lectinas (Duranti y Gius, 1997, Vasconcelos y Olivieira, 2004, Gonzalez-de

Mejia y Prisecaru, 2005), y se sabe que las lectinas son capaces de resistir el paso por el tracto



digestivo aun estando desnaturalizadas (Lajolo y Genovese, 2002). Por otro lado, se observa
que las dosis de 0.5 mg/kg y 1.0 mg/kg no tienen efecto en la variacion de peso respecto al
grupo control.

La actividad de catalasa en plasma no resulta estadisticamente significativa. Por otro lado, el
comportamiento en higado es diferente, reestableciéndose valores similares al grupo control
en la dosis de 1.0 mg/kg + NiO. Resaltando la disminucion en la actividad enzimatica de
catalasa para la dosis de 1.5 mg/kg de lectina. Esto puede asociarse a un efecto pro oxidante
de las lectinas a dosis elevadas (Carrasco-Castilla et al, 2012).

En plasma la concentracién de nitritos no resultd estadisticamente significativa. En higado,
se observa de manera general que el comportamiento de la dosis de 1.0 mg/kg tiende a ser
diferente en un sistema sano de uno comprometido; ya que en el primero se incrementa la
concentracion, mientras en el segundo disminuye, lo cual refleja que las lectinas en un
sistema sano tienden a actuar como prooxidantes, mientras en un sistema comprometido
pueden disminuir la concentracion de nitritos en el sistema.

La produccion de nitritos se relaciona directamente con la concentracion de 6xido nitrico
producido por NOS, especialmente iNOS (Oxido Nitrico Sintasa inducible), la cual se
relaciona con el estrés oxidativo (Lechner et al/, 2005) y el proceso de carcinogénesis, como
una molécula que promueve la carcinogénesis y la angiogénesis (Floriano-Sanchez et al,
2009). Esta molécula, al ser un radical libre; resulta muy inestable, sin embargo, como parte
de su proceso de estabilizacion, se une a moléculas de oxigeno, formando nitratos y nitritos
(Benavides-Trujillo y Pinzon-Tovar, 2008), siendo éstos mucho mas estables que el 6xido
nitrico, por lo tanto, al verse reducidos los niveles de nitritos, se puede inferir que la
produccion de 6xido nitrico también se ha reducido, lo cual es un reflejo de la disminucion
en la produccion de radicales libres, y el proceso carcinogénico sea regulado de manera mas
eficiente.

Se present6 en plasma una reduccion en la concentracion de MDA en todos los tratamientos,
siendo significativo en la dosis de 1.0 mg/kg + NiO. En higado se reestablecen los valores
normales de MDA en la dosis de 1.5 mg/kg +NiO, sin presentarse dafio a nivel de membrana
al aplicarse lectinas por si solas. Este comportamiento es similar al reportado en otros trabajos
donde se evalua estrés oxidativo por medio de la concentracion de MDA (Alvarado-Fravua

et al, 2005, Favari et al, 2014), en cuanto a la relacion proporcional que sigue el estrés



oxidativo con la concentracion de MDA, ademas, se ha relacionado el aumento en la
concentracion de MDA en higado al administrar 6xido de niquel en higado de raton (Das et
al, 2008). Estos resultados reflejan el dafio oxidativo que afecta, entre otras moléculas, a
aquellos lipidos que conforman a la membrana plasmatica (Chihuailaf et a/, 2002); asi como
la disminucion en las concentraciones de MDA al someterse a los tratamientos anteriormente
sefialados, se puede interpretar que el efecto protector de los diferentes tratamientos de
proteinas tipo lectina fue eficaz en cuanto a su actividad antioxidante a dosis muy especificas

y en condiciones tales que la célula tuviera un proceso de estrés oxidativo.



Conclusiones

. Se presentd un rendimiento final de 9.29%, lo cual concuerda con el margen de
porcentaje para lectinas vegetales, que es del 2 al 10% del total proteico.

. Todas las fracciones presentaron actividad hemaglutinante en diferentes grupos
sanguineos del sistema ABO.

o Las fracciones de Galactosa, Sorbitol, Sacarosa y Glucosa presentaron actividad
hemaglutinante en los tres grupos sanguineos.

o Las fracciones de Glucosa y Sacarosa fueron aquellas que presentaron una mejor
actividad hemaglutinante.

o Se reporta ausencia de azucares reductores en las diferentes fracciones evaluadas,
pudiendo esto significar ausencia de éstos o bien, que no se encuentran expuestos dentro de

la estructura de la lectina.

. La concentraciéon minima de proteinas para generar respuesta hemaglutinante fue de
30 pg/mL.
. Se encontr6 actividad hemaglutinante para proteinas incubadas a pH 8, perdiéndose

éstaapH Sy 11.

o La temperatura a la cual se perdié la actividad hemaglutinante de las diferentes
fracciones oscil6 entre 40 y 60 °C, llegando en algunos casos a mantener actividad a 100 °C.
o El peso de los ratones tratados con lectinas fue menor al del control, pudiendo
inferirse posible efecto antinutricio por parte de las lectinas.

. La fraccion de glucosa de lectinas de tallo de Ruta graveolens L. presenta actividad
antioxidante reflejado por medio de actividad enzimadtica de catalasa y concentracion de
malondialdehido y nitritos.

. Se considera no viable la aplicacion del tratamiento preventivo empleando estas
lectinas, dado el incremento en las pruebas de actividad enzimatica de catalasa,
cuantificacion de nitritos y malondialdehido dado el efecto desfavorable que tiene.

o Se estima que la dosis ideal de lectinas de tallo de R. graveolens para generar una
respuesta antioxidante en ratones hembra de la cepa CD-1 se encuentra en el rango de 0.5 a
1 mg/kg.

o La actividad prooxidante de estas lectinas se encuentra en dosis de 1.5 mg/kg.
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