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RESUMEN

Prosopis laevigata (mezquite) es un &rbol o arbusto perteneciente a la familia de
Leguminosae de importancia etnobotanica y fitoquimica por sus propiedades
antipiréticas, antivomitivas, antibacterianas, antiinflamatorias y antitumorales.
Fitoquimicamente se compone de diversas sustancias quimicas entre las que resaltan las
lectinas por sus efectos citotoxicos, antiproliferativos, hemaglutinantes, antitumorales y
efectos protectores contra el estrés oxidativo tanto in vivo como in vitro. Estas lectinas se
obtienen de diversas plantas tales como Ricinus communis (RCA), Phaseolus vulgaris
(PHA), Canavalina ensiformis (Con A), Prosopis juliflora, Viscum album (VCA), entre otras.
De acuerdo a lo anterior, el objetivo general de nuestro estudio fue evaluar la actividad
antioxidante de lectinas de Prosopis laevigata en un modelo de cancer murino.

Las lectinas se obtuvieron a partir de hojas de Prosopis laevigata, mediante una extraccion
salina al 10% en una proporcion 1:3 m/v, didlisis en una membrana de 3kDa y se
purificaron por cromatografia de afinidad en una columna de silica gel. Se evalud la
actividad hemaglutinante de lectinas de hoja de mezquite en suero humano de los grupos
sanguineos ABO" a diferentes concentraciones (5 -120 mg/ml). Asi como el efecto sobre la
concentraciéon de nitritos y la actividad de catalasa in vivo en ratones hembra CD1
tratados con NiO a los que se les proporcionaron por via oral extractos de hoja de
mezquite a tres diferentes concentraciones (40, 80 y 120 mg/kg/ml) durante cuatro
semanas. Los resultados obtenidos indican que el tratamiento del extracto de lectinas de
hoja de mezquite disminuye la concentracion de nitritos en plasma sanguineo y en higado,
y aumento la actividad de catalasa en higado de ratones hembra tratados con NiO. En
consecuencia el extracto enriquecido con lectinas de Prosopis laevigata, ejerce efecto en

la actividad antioxidante en un modelo de cancer murino.

e
[ER
p—
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|. INTRODUCCION

Actualmente el mezquite, al igual que muchas otras plantas medicinales, sigue siendo
utilizado como tratamiento terapéutico en diversas enfermedades, actuando como
antiinflamatorio, astringente y antihelmintico. Recientes estudios han documentado sus
efectos como citotdxico, antiproliferativo y hemaglutinante en diversos tipos celulares de
cancer, donde han sido identificadas una gran cantidad de componentes bioactivos, entre
los que destacan las lectinas (Kyung, et.al.2010).

El estrés oxidativo se produce cuando se rompe el balance entre las sustancias pro y
antioxidantes presentes en los organismos, favoreciéndose la produccidon y permanencia
de los Radicales libres (RL), como el éxido nitrico (NO’) y sus metabolitos estables, como
nitratos (NOs) y en especial los nitritos (NO;). Su desbalance e incremento provocan
diversos estados fisiopatologicos (Castell y Pérez de Alejo, 2000), como el cancer, donde
la desregulacion de la homeostasis REDOX (reduccién-oxidacién), mediante el inicio de
una induccion aberrante de las redes de sefializacion, promueve la carcinogénesis
inducida por la exposicion al niquel, comprobado como un inductor de tumores en
modelos in vivo. En este sentido, el presente estudio tiene como objetivo central la
evaluacion del efecto de las lectinas de la hoja de mezquite (Prosopis laevigata), en la
concentracién de nitritos en ratones hembra CD1 tratados con 6xido de niquel (NiO), ya
gue las lectinas de una gran variedad de organismos vegetales son reconocidas por su

efecto citotdxico sobre células cancerosas.

———
N
—
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II.  MARCO TEORICO

2.1. LECTINAS.

Las lectinas (del latin “legere” que significa “escoger o seleccionar”, antes llamadas
hemaglutininas) son un grupo de proteinas o glicoproteinas que reconocen de manera
especifica carbohidratos de la superficie celular o en suspension, aglutinan célulasy
precipitan glicoconjugados; las lectinas poseen por los menos dos sitios de

reconocimiento a carbohidrato, un carbohidrato especifico o una molécula glicosilada, de
ahi su capacidad para aglutinar células (Castillo y Abdullaev, 2005, Hernandez vy col., 2005,
Sharon y Lis, 2004).

Una de las principales funciones de las lectinas es el reconocimiento celular mediante la
unién de las estructuras pares complementarias en la superficie de las células y en
solucién. La precipitacion de glicoconjugados forma parte de conjugados como lectina-
lectina, lectina-enzimas y lectina-anticuerpos (Hernandez, y col., 2005).

Las lectinas poseen diversas propiedades bioldgicas, tales como aglutinacién de eritrocitos
y otras células como linfocitos, espermatozoides, plaquetas y bacterias, asi como la
induccion de mitosis y efectos citotoxicos en linfocitos, aglutinacién de virus y otras.

Las lectinas estan presentes en casi todo lo vivo, pues se han encontrado en el reino
vegetal, animal y en microorganismos. En el reino animal se han encontrado en

invertebrados, tales como crustaceos, lombrices y gasteropodos (Hernandez, y col., 1999).

2.2 ESTRUCTURA Y CLASIFICACION DE LECTINAS

Las lectinas estdn compuestas por una cadena polipeptidica en la cual pueden estar
unidos uno o mas residuos de carbohidratos, normalmente de 2 a 15 monosacaridos
residuales, es interesante hacer notar que existe s6lo un grupo limitado de azlcares que
las lectinas de plantas reconocen, que incluye a los monosacaridos D-glucosa, D-galactosa,
D-manosa, L-fucosa (6-deoxi-L-galactosa) y a dos azlcares aminados que son el N-acetil-D-

glucosaminay el N-acetil-D-galactosaminay a los ceto azucares D-fructosa y L-sorbosa.

———
w
—
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Se han encontrado lectinas en una gran diversidad de seres vivos, por lo que pueden
clasificarse de la siguiente manera (Lis y Sharon, 1998):

e Lectinas animales

e Lectinas microbianas

e Lectinas vegetales (Fu et al. 2011).

2.3 LECTINAS VEGETALES

Las lectinas vegetales se encuentran en mayor concentracion en las semillas y tejidos
de almacenamiento, constituyendo entre el 2 al 10% de las proteinas, principalmente
en las semillas de leguminosa. Estas proteinas en semillas se localizan principalmente
en los cuerpos proteicos de las células de los cotiledones y en menor cantidad en
hojas, raices y tallos, lo cual sugiere que las lectinas juegan un papel fisiologico

importante en las plantas (Liener, 1976; Etzler, 1985; Chrispeels y Raikhel, 1991).

De acuerdo a Rudiger y Rouge (1998), estructuralmente existen caracteristicas
comunes entre las lectinas de una familia determinada, lo que ha permitido el estudio
de la interaccion lectina- carbohidrato. Por lo cual las lectinas vegetales suelen
clasificarse de tres formas, la primera: la especificidad hacia el monosacéarido que
inhibe su actividad hemaglutinante y hacia las estructuras oligosacaridicas que
reconocen, ademas de lectinas que reconocen N-glicanos (que son oligosacaridos
unidos a un residuo de asparagina en las proteinas mediante una N-acetil-
glucosamina) y lectinas que reconocen a los O-glicanos (que son oligosacéaridos unidos
a un residuo de serina o treonina en las proteinas mediante una N-

acetilgalactosamina) (Hernéndez, y col. 2005) (Figura 1).
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Mistletoe Lectin-l Concanavalin A Polygonatum cyrtonema Lectin

pH<55 pH>5.5

Figura 1: Estructura molecular de tres plantas de lectinas representativas: A) Lectina-I de muérdago (ML-),
lectina representativa de la familia de lectinas de Ricina-B; B) Concavalina A (Con A), la lectina
representativa de leguminosa; C) Lectina de Polygonatum crytonema (PCL), la lectina representativa de la
familia de lectina GNA. (Tomada y modificada de Fu et. al. 2011).

La segunda clasificacion se basa en la estructura molecular de lectinas vegetales, la cual
tiende a reemplazar a la clasificacion basada en la especificidad hacia monosacaridos y en
la cual se pueden distinguir seis familias de lectinas (Figura 2):

1. Lectinas aisladas de leguminosas. Es la familia de lectinas vegetales més 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 union para iones metalicos
Ca*, Mn?* y Mg?*. Una subunidad contiene aproximadamente 250 aminoacidos y presenta
una gran homologia con las otras subunidades. Esta constituida por doce hojas B
antiparalelas conectadas entre si mediante a-hélices, o que genera una estructura
aplanada en forma de domo (Figura 2: 3-1), cuatro hélices localizadas en la parte superior
del monémero que forma el sitio de reconocimiento a carbohidratos.

2. Lectinas con dominios tipo heveina o especificas de quitina (Figura 2: 3-2). Los
miembros de esta familia generalmente presentan dos subunidades idénticas, ricas en
cisteinas contrariamente a las lectinas de leguminosas. Una subunidad esta constituida
por cuatro dominios tipo heveina, conteniendo cuatro puentes disulfuros, lo cual origina
gue no existan estructuras secundarias regulares a excepcion de una pequefia & hélice de
cinco residuos, cada dominio presenta un sitio de reconocimiento a carbohidrato, que no

necesita la presencia de iones metalicos. (Rudiger y Rouge, 1998).
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(6]
—



http://www.novapdf.com/

3. Lectinas aisladas de monocotileddneas especificas de manosa. A este grupo de lectinas
pertenecen las de orquideas, ajo y amarilis, con secuencias de aminoacidos altamente
conservadas. Estas lectinas son tetraméricas, cada mondémero tiene un peso molecular de
12 kDa, asi como una secuencia de 36 aminoacidos repetidas tres veces. El sitio de
reconocimiento a carbohidrato esta constituido por cuatro hojas B antiparelelas unidas
entre si por giros (Figura 2: 3-3). El conjunto se asocia de manera que forma una corona
aplanada, dejando aparecer un gran tunel central.

4. Lectinas en forma de prisma B o del tipo jacalina. En este grupo, se encuentran lectinas
vegetales, que presentan estructuras tridimensionales muy similares a la de Artocarpus
integrifolia (jacalina). Son lectinas tetraméricas glicosiladas, donde cada sub-unidad
contiene una cadena pesada (a) y una cadena ligera (B) y esta constituida por tres hojas B
antiparalelas arregladas a manera de un prisma triangular (Figura 2: 3-4).

5. Lectinas relacionadas con proteinas inactivadoras de ribosomas (Figura 2: 3-5). Estas
proteinas forman parte de los venenos mas tdxicos. Su estructura molecular es compleja.
Estan constituidas por dos cadenas, la Ay 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 esta constituida por dos dominios que
presentan cuatro sub-unidades, las cuales contienen a-hélices y hojas B (Rudiger y Rouge,
1998).

6.-Lectinas tipo amaranto. Dentro de este grupo se encuentran lectinas provenientes de
distintas especies de amaranto, entre las que destacan Amaranthus caudatus y
Amaranthus leucocarpus. Cada proteina se encuentra formada por dos mondmeros en los
gue existen dos dominios N y C, unidos por una pequefia hélice 103, cada dominio
muestra una conformacion de trébol B semejante a la conformacion observada en la

cadena B de la lectina de Ricinus communis (Figura 2: 3-6).
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Figura 2: Representacién esquemdtica de las estructuras tridimensionales en lectinas vegetales.
Lectinas aisladas de leguminosas (1) con su sitio de union al carbohidrato (*), lectinas con dominio tipo
heveina, en donde cada uno de los dominios son representados con letras de la A-D, mismos que
tienen un sitio de reconocimiento a carbohidrato (2), lectinas aisladas de monocotileddneas,
especificas de manosa (3), lectinas con estructura tipo prisma B (4), lectinas relacionadas con proteinas
inactivadoras de ribosomas (5), lectinas tipo amaranto (6) (Tomada y modificada de Rudiger y Rouge,
1998).

Y actualmente de acuerdo al Fu. et .al, (2011) se establecié una nueva clasificacion,

partir de sus diferentes especificidades a union de carbohidratos (cuadro 1):
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~
p—



http://www.novapdf.com/

Cuadro 1: Lectinas vegetales y su clasificacién de acuerdo a las diferentes especificidades
a union de carbohidratos (Fu. et.al. 2011).

Familia Lectina representativa Abreviatura| Azicar de union
especifica
e  Homologos de aglutinina Aglutinina Agoricus bisporus ABA Galactosa
Agoricus bisporus
e clase V quitinasa homologos Aglutinina relacionada con quitinasa CRA N-ghicanos con alta
con actividad de lectina manosa
*  Familia cyanovirina N-cyanovirina CV-N Manosa
*  Familia EEE Aglutinina Evonymus europeus EEA Manosa/Galactosa
e  Familia GNA Aglutinina Polygonatum crytonema PCL Manosa/acido sialico
s  Proteinas con dominios de Aglutinina con germen de trigo WGA N-acetil-d-glucosamina
haveinas
¢ Jacalinas Jacalinas Jac Manosa
*  Proteinas con dominios lectina Concavalina A Con A D-manosa
de leguminosas
* Condominio de Lysm
*  Familia Nictaba Lectina de Cucurbitocece pholoem CPL
*  Familia ricina-8 Lectina de muérdago europeo ML B-galactosa

2.3.1. EFECTOS ANTINUTRICIOS DE LAS LECTINAS VEGETALES

La especificidad que poseen las lectinas ha desencadenado numerosas aplicaciones en la

ciencia de la medicina experimental basica utilizando diferentes rutas de administracion

(Hernandez, y col., 2005). No obstante, se han considerado como factores antinutricios,

ya que estas son capaces de sobrevivir a través del tracto gastrointestinal para ejercer su
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actividad bioldgica es necesario considerar que muchas lectinas son toxicas y/o
inflamatorias, por lo que no sorprende que la ingestion de éstas algunas veces cause
envenenamiento (Freed, 1999). Muchos de los efectos toxicos de las lectinas son
dependientes de su interaccion con la flora intestinal (Rhodes, 1999), debido a que dichas
proteinas son resistentes a la digestion, lo que puede causar lesiones e interferencia con la
absorcion de nutrientes (Tareq al-Ati, 2001). En estudios in vivo e in vitro principalmente
presentes en la familia de las leguminosas se ha observado que muchas lectinas son
toxicas en células de mamiferos, ya que se unen a las glicoproteinas del tracto
gastrointestinal, por lo que pueden interferir reduciendo el crecimiento celular,
deteriorando la integridad del epitelio intestinal, afectando la absorcién y la utilizacién de
los alimentos (Lajolo y Genovese, 2002; Gonzalez de Mejia y Prisecaru, 2005 y Hernandez
y col., 2005).

Diferentes vias de administracion tanto oral como intraperitoneal principalmente de
lectinas pertenecientes a la familia de las leguminosa han comprobado que dosis por
arriba de 200 pug/g de peso corporal presentan una disminucion significativa del peso,
inflamacion abdominal severa y crecimiento hiperplasico del intestino; estos efectos son
dependientes de las concentraciones de lectina, sin embargo para lectinas de mezquite no
existen estudios que presenten los efectos antinutricios de lectinas tanto in vitro como in
vivo y los cambios anatomicos que estos puedan provocar, los mas importantes se
producen y se citan solo en las lectinas de la familia legumonisae, principalmente para el
Frijol Tepari afectando el timoy el bazo, provocando una disminucion significativa de su
pesoy el incrementd en el tamafio del bazo que pudiera deberse a un estimulo de
linfocitos requeridos por el sistema de defensa del cuerpo para contrarrestar la
administracion intraperitoneal de la lectina de frijol Tépari (Reynoso, R., Gonzélez de
Mejia, E. y Loarca-Pifia, G. , 2003). Para concentraciones relativamente bajas de lectinas
de leguminosas en pruebas in vivo, 6rganos como higado, corazén, estomago, timoy
bazo, no muestran alteraciones histopatoldgicas y de peso tanto en hembras como en
machos de ratas Sprague- Dawley, pero rifiones presentan alteraciones en el peso a

concentraciones bajas (5 mg/ kg de peso) en la administracion oral de Frijol Tepari.
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(o]
—



http://www.novapdf.com/

2.3.2. EFECTO ANTITUMORAL DE LAS LECTINAS VEGETALES

A partir de 1999 se han reportado diferentes estudios que permiten entender mas el
mecanismo de accion a nivel molecular de las lectinas de plantas en relacién con su efecto
antitumoral. De acuerdo a Rambaruth y Dwak (2011), las lectinas pueden ser capaces del
reconocimiento de patrones de glicosilacion de proteinas de superficie que regulan la
transduccion de sefales intracelulares; se conocen tres mecanismos para explicar el
efecto antitumoral de las lectinas que van desde un nivel bioquimico y molecular (Cuadro
2):

1. Inhibicion de proliferacion no asociado a la citotoxicidad, posible interaccién con la
molécula de adhesion epCAM.

2. Afectacion en el proceso de divisién celular a través de la inhibicion de la
proliferacidn, ya que se internalizan y selectivamente bloquean la importacion de
proteinas nucleares dependientes de NLS a través de Orp-150 truncada.

3. Induccion de apoptosis: activacion de caspasas, desactivacion intracelular de

caspasas o inhibicion de la telomerasa.

e
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Cuadro 2. Mecanismos de accion de lectinas vegetales en diferentes células malignas in
vitro e in vivo. Tomada y modificada de Castillo y Abdullaev, 2005.

IN VITRO

S

(
1

—
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IN VIVO

2.4. MEZQUITE (PROSOPIS LAEVIGATA)

Figura 3.- Morfologia de Prosopis laevigata (mezquite). (Imagen
tomada y modificada de Mc Vaugh, 1997). A: hoja-raquis y pinas
inferiores entre el néctar. B: rama inusualmente larga y fruto
inmaduro. C: tipo de rama con flor y pla. D: ovario, estilo, anteray
tres estados de desarrollo de la flor (derecha a la parte superior
izquierda).

2.4.1 CLASIFICACION CIENTIFICA

REINO: Plantae

DIVISION: Spermatophyta
SUBDIVISION: Angiosperma
CLASE: Dicotiledénea
ORDEN: Fabales

FAMILIA: Leguminosae
SUBFAMILIA: Mimosoideae
GENERO: Prosopis

ESPECIE: Laevigata

——
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2.4.2. DESCRIPCION MORFOLOGICA DEL MEZQUITE

Basada en la descripcién taxon6mica realizada por Mc Vaugh (1997) y Rzedowski vy
Rzendowski, (2010), Prosopis laevigata pertenece a la familia Leguminosae, es descrita
como arbol o arbusto, a veces hasta de 12 m de altura, aunque generalmente menor;
tronco hasta de 1 m de diametro, corteza gruesa, generalmente armado de puas o
espinas; hojas bipinnadas, flores reunidas en espigas o racimos axilares, flores pequefias
de color amarillento, pétalos unidos muy cerca de la base (figura 3). Se conocen mas de 20

especies de las regiones tropicales y subtropicales en el planeta.

2.4.3. ORIGEN, DISTRIBUCION Y EXTENSION

Originarias de México, las demas especies de Prosopis se encuentran principalmente en
lugares &ridos; mientras que la Prosopis laevigata se distribuye principalmente en:
Guerrero, Querétaro, Estado de México, Oaxaca, Michoacan, Morelos, Puebla, San Luis
Potosi, Nuevo Ledn, Aguascalientes, Durango, Hidalgo, Guanajuato, Jalisco, Zacatecas y
Veracruz. Se encuentra en el fondo del Valle y en las laderas bajas, entre 2250 y 2400 m
de altitud en sitios con pastizal y matorral. Se ha colectado en la Sierra de Guadalupe y en
la delegacion de Xochimilco (Ver Mapa 1). Esta planta también es conocida como Prosopis
juliflora (Swartz) DC., nombre que es asignado debido a que esta especie se distribuye a lo
largo de la costa del Pacifico desde Sinaloa a Centroamérica, Colombia y Venezuela, asi
como en las Antillas. Elemento caracteristico de las zonas aridas de Norte América,
aunque su distribucion se ha extendido hasta algunas regiones aridas y semiaridas de
Centro y Sudamérica (hasta Per(). Especie pantropical. Se ha propagado en Africa y en

Asia.

e
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Mapa 1: Distribucion de las diferentes
especies de Prosopis spp. y de
Prosopis laevigata en la Republica
Mexicana (Fuente: Rzedowski, 1988).

7////// DISTRIBUCION DE LAS DIFERENTES
ESPECIES DE PROSOPIS
- DISTRIBUCION DE PROSOPIS LAEVIGATA

2.4.4. USOS Y PROPIEDADES MEDICINALES

Por otro lado, el mezquite tuvo crucial importancia para los primeros pobladores de las
regiones aridas y semidridas, por los usos que cada pueblo le dio. Los pueblos cazadores-
recolectores, casi todos ellos ndmadas, utilizaron el mezquite principalmente como
alimento, combustible, sombra, para la elaboracién de juguetes y utensilios, y como

planta medicinal.

Para los afios 1800-1900, se le encontraron diferentes usos, tales como la alimentacién
del ganado doméstico, elaboracién de carbdn, flora para la explotacion de abejas,

extraccion de gomas y material de vivienda.

En la actualidad, el mezquite sigue presentando los mismos usos, por lo que es
considerado como un recurso natural de importancia en las zonas aridas y semiaridas del

pais.

——
—
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Para su uso medicinal en América Latina se emplea el exudado (latex), hoja, corteza, raiz y
flor, donde la resina en cocimiento se emplea para curar la disenteria y para algunas
afecciones de los 0jos. El jugo extraido de esta planta se usa para dolores de estomago,
escalofrios, diarrea, gripe, dolor de cabeza, inflamacion, comezdn, sarampidn, garganta y

heridas.

La infusion de las hojas se usa como remedio para las inflamaciones de los ojos y la
corteza como astringente. Las flores en coccidn y la corteza de la raiz, como antivomitivo,

para curar heridas, antihelmintico y para el dolor de estobmago.

Los extractos en alcohol de las hojas frescas y maduras han mostrado una marcada accién
antibacterial contra Staphylococcus aereus y Escherichia coli (Rojas, y col., 1994). En Brasil,
las hojas hervidas se utilizan para curar 0jos, a manera de colirio. En algunos lugares de
Perl se usa para curar catarros y gripes. También los frutos se usan en este lugar como

medicina popular: cocidos sirven para disolver célculos vesiculares (Rojas, y col., 1994).

2.4.5. PRINCIPIOS ACTIVOS

La fitoterapia o herbolaria no es algo nuevo, estas practicas son tan antiguas como el
hombre quien hace uso de las propiedades especificas de cada parte de la planta como
raiz, tallo u hoja para prevenir alguna enfermedad.

Se ha comprobado que corteza, ramas, hojas y fruto de P. Juliflora, contienen sustancias
guimicas a las que llamamos metabolitos secundarios, que son producto de numerosas
rutas de biosintesis a través de los cuales sintetizan y acumulan sustancias en sus
organos. Los metabolitos secundarios comprenden una rama muy extensa de compuestos
y especies quimicas que van desde terpenoides, flavonoides, compuestos aromaticos,
curaminas Yy alcaloides, entre otros, (Zamacona- Montariez y Castro, 2010).

Encontramos que los principales activos de esta planta son:

e
—
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e Alcaloides: piperidinas, especialmente juliflorine, julifloricindae, julifloridine),
juliprosine (Daetwler et.al., 1981), juliprosinine y juliflorinine (Ahmad, V. Basha, A.
y Haque, W., 1978 y Ahmad, et.al., 1989).

e Flavonoides: pautulitrinos (Wassel, G. Rizk, A. y Abdel - Bary, E, 1972) y
monoespecificos (Almaraz- Abarca, y col., 2007).

e Glacidos de flavonol (Wiermanny Vieth, 1983).

e Acidos hidroxicinamicos (Campos, 1997).

e Lectinas: que se le han atribuido actividad hemaglutinante y citotdxica e inhibicién
de la proliferacion celular en la linea celular de cancer cervical humano (HelLa)

(Rocha, y col., 1999).

2.4.6. ACCION FARMACOLOGICA

De manera especifica en México, se extraen de las hojas de P.juliflora sustancias
medicinales, por ejemplo, principios de vinalina, que son usados en medicina como
antimicrobianos.

Bajo condiciones in vitro el mezquite muestra ser antibacteriano, antifngico, hemolitico y
antiinflamatorio. Las actividades se le atribuyen a los alcaloides de piperidina presentes en
los extractos de hoja de mezquite (Shankarmurthy y Siddiqui, 1948; Ahmad et.al. 1986;
Ageel et.al., 1989; Kanthasamy, A. Subramanian, S. y Govindasamy, S., 1989, Ahmad et.al.,
1989; Ahmad, V. Basha, A. y Haque, W., 1978; Ott-Longoni, R. Viswanathan, N. y Hesse,
M., 1980; Daetwler et.al., 1981 y Batatinha, 1997).

Esta planta tiene una amplia diversidad en cuando al uso medicinal en el cual se ha

reportado que el jugo de P. juliflora ha sido utilizada en casos de cancer.

Particularmente Rocha, y col. (1999) y Alegria-Rios, F. Gasca- Gasca, T. y Andrade-
Montemayor, H., (2002) evaltuan el efecto del tostado de la vaina de mezquite (Prosopis

laevigata) en el contenido de proteinas, lectinas e inhibidores de tripsina. Ademas de que

e
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a las lectinas se le han atribuido efectos antioxidantes afectando la expresion proteinica
(Cuadro 3), sin embargo existen pocos estudios sobre los efectos antioxidantes
pertenecientes a esta planta principalmente atribuidos a las lectinas y otros compuestos
(Rocha, y col. 1999, Almaraz- Abarca, y col., 2007).

Cuadro 3: Relacion de lectinas muérdago coreano y mezquite en los efectos
(antioxidantes) y/o mecanismo de accién de lectinas. (Modificado de Kyung, L. et.al.,
2010y Rocha, y col., 1999).

PLANTAY FITOQUIMICO EFECTO Y/O MECANISMO DE ACCION
Muérdago Coreano: Lectina de Disminucion de la interaccion de iNOS a través de NF-Kb, reduce la expresion
Muérdago Coreano regulada de la proteina p-IKBa, que indica el efecto de inhibicidn de ONOO!

inducido de la traslocacion de NF-kb

Reduccidn de las expresiones de ARNm y de la proteina de iNOS

Mezquite (extractos con actividad Efecto inhibitorio de la sintesis de ADN en células de HelLa
de lectinas) Actividad hemaglutinante en eritrocitos de conejo
Actividad citotdxica en células HelLa

Alta inhibicion de la proliferacion celular de células HelLa (90%)

2.5. ESTRES OXIDATIVO
2.5.1. DEFINICION, FUENTES Y ORIGEN

El estrés oxidativo se define como el efecto adverso de las reacciones oxidantes inducidas
por las EROS (Especies Reactivas de Oxigeno) dentro de los sistemas bioldgicos y es
reconocido en la génesis de diversas enfermedades (Beltran, 2010, Contreras, y col.,
2004). Este dafio celular que producen las especies reactivas y los radicales libres (RL)
ocurre en los enlaces de proteinas y en los fosfolipidos poliinsaturados de las membranas
celulares, lo que provoca gran variedad de cambios bioquimicos y fisiol6gicos en la célula,
ocasionados por la activacion de una reaccion en cadena. Esto induce a que se presenten
diversas enfermedades una de las cuales es el cancer y sus diversas formas (Beltran, 2010

y Ramos, y col., 2006). Entre los factores importantes ante la presencia de estrés oxidativo

——
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y el papel que juega EROS en el proceso de carcinogénesis, esta la demostracion de que el
estrés produce el rompimiento de una o ambas cadenas del ADN, asi como aberraciones
cromosémicas y esto puede contribuir al proceso de carcinogénesis a través de la
modulacién de la sefial transduccional y proliferacion celular (Beddowes, E. Faux, S. y
Chipman, K., 2003).

2.5.2. VIAS DE SENALIZACION Y SU RELACION CON EL ESTRES OXIDATIVO

Las EROS desempefian un papel fisiolégico importante en varios aspectos de la regulacién
y la sefializacion intracelular (Palmer y Paulson, 1997). Llega a interferir en la expresion de
algunos genes y vias de transduccion de sefiales, a ser oxidantes por naturaleza, influyen
en el estado REDOX en donde altas concentraciones de EROS causan muerte celular y a
bajas concentraciones afecta la proliferacion celular y la supervivencia de las EROS.

Las vias de sefalizaciébn ademas de ser afectadas por altas o bajas concentraciones de
EROS, también son afectadas por iones metalicos los cuales inhiben principalmente
fosfoserina/treonina, fosfotirosina y fosfolipidofosfatasas, mediante la interaccion con
grupos sulfihidrilo para formar enlaces disulfuro intramolecular o intermolecular (Poli et.
al., 2004 y Thannickal y Fanburg, 2000), afectando la estructura que conforma a las
proteinas que conducen a la regulacion de varias cascadas de sefializaciéon como: el factor
de crecimiento quinasa, src/Abl quinasa, MAPK y PI3-quinasa. Estas conducen a la
activacion de factores de transcripcion redox regulados como son: CAP-1, NFkB, p53, HIF-1
y NAFT (Ver Figura 4).

e
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Receptores de
factores de
erecimiento

MEMBRANA Citecinas

Figura 4: lones metalicos y EROS
inducen a las vias de sefializacion.
Tomada y modificada de Valko et. al.
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2.5.3. RADICALES LIBRES (RL)

El "estrés oxidativo" puede provenir de una deficiencia del sistema de defensa
antioxidante, un incremento de la formacion de EROS, cuya alta reactividad puede
provocar: peroxidacion lipidica, dafio de la membrana celular, rotura del ADN'y
degradacion proteica (Pérez y Pérez, 2006). Una parte importante en la generacién del
estrés oxidativo es la presencia de los radicales libres (RL), &tomos o grupos de atomos
gue tienen un electrén desapareado y en consecuencia son altamente reactivos, y para
alcanzar su estabilidad electroquimica tienden a tomar un electrén de las moléculas

estables, primero oxidandolas y luego atacando sus estructuras (Avello y Suwalsky, 2000).

Dentro de este concepto se encuentran las EROS, también conocidas como RL que son
atomos o moléculas que poseen un namero impar de electrones en su Orbita mas externa,
los cuales se generan cuando ocurre una adicion a un doble enlace. Estas se caracterizan
por ser muy inestables y pueden reaccionar con otras moléculas, entregando o recibiendo
un electrén, por lo que son altamente reactivas y atacan de forma constante a las células
mediante reacciones bioquimicas REDOX, las que ocurren como parte normal del
metabolismo celular o por la exposicion de factores ambientales (Avello y Suwalsky, 2000

y Pérez, y Pérez, 2006).
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El origen de los RL puede ser a nivel intracelular y extracelular, proviniendo de fuentes
enziméticas (como de transferencias de electrones, oxidasa como: xantina-oxidasa,
indolamindioxigenasa, triptofanodioxigenasa, mieloperoxidasa, galactosa-oxidasa,
ciclooxigenasa, lipoxigenasa, monoaminooxidasa, NADPH oxidasa, sistemas

transportadores y peroxisomas) y no enzimaticas (Cruz, y col., 2011).

El aumento en los niveles de RL puede causar alteraciones celulares que van desde sus
componentes y funcion, presentandose variaciones en las respuestas celulares patoldgicas
gue dependen de su funcién, composicién bioquimica de las células y, de manera especial
la capacidad de éstas para contrarrestar la accién de estos elementos agresores, lo que
ocurre a través de diversos mecanismos, los que en conjunto son reconocidos como el
sistema de defensa antioxidante (Avello y Suwalsky, 2000), que son sustancias capaces de
neutralizar la accion oxidante de los radicales libres, por medio de la liberacion de
electrones al torrente sanguineo y son captados finalmente por los radicales libres, pero
siguen manteniendo su estabilidad. Se presentan en bajas concentraciones respecto a las
de un sustrato oxidable (biomolécula), y retarda o previene la oxidacion de éste (Cruz, y
col., 2011).

Las EROS son moléculas altamente reactivas que atacan constantemente al cuerpo
humano mediante reacciones bioquimicas de REDOX, que ocurren en el metabolismo
celular o la exposicion de factores ambientales y se forman de la reduccién univalente del
O, que produce al radical superdxido (O27), la reaccion univalente subsecuente genera el
perdxido de hidrégeno (H,0,) a través de la enzima superdxido dismutasa (SOD) con alta
capacidad oxidante por via de la reaccion de Fenton, y forma el radical hidroxilo (OH) y
que deriva a la formacion de nuevos radicales libres (figura 5 y cuadro 4).

Ademas de considerar las EROS existen a las de nitrégeno que en su estructuran
presentan atomos de oxigeno; estas ERN (Especies Reactivas de Nitrogeno) que se forman
de la intervencion del radical superoxido (O,7) que incluyen al 6xido nitrico (NO?) y a los
radicales peroxinitrito en la formacion del anion peroxinitrito (OONQO") (Pérez y Pérez,
2006).
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Xantina

X0: xatino oxidasa

S00: superoxido dsmutasa.
GPx glutation peroxdasa
Gr: ghitation reductasa.
MPO: melpemndasa.
ROO0: peroxl.

+ OH

0‘2': radical superondo.

H207 : peromdo de hidrogeno.
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02 oxigeno singete,
GSH: glutation reducido,

La GPx tambien reduce a los lipoperacdos ( aogamoim y productor de radicales peraxdo) (R0-0)

-
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“OH
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WLECA)
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Figura 5. Representacion
metabdlica de las EROS:
En los circulos de color
rojo se muestran las
EROS y ERN
importantes. Tomaday
modificada de Pérez y
Pérez, 2006.

Cuadro 4: Principales EROS y ERN. Formula quimica y Localizacién celular. Tomado y modificado

de Keshav, (2006).

Especie molecular Formula quimica o Localizacion celular Comentarios
abreviacion

Oxigeno singlete L0 5 Cloroplasto, Tilacoide, Sefializacién local
mitocondria y Membrana impermeable
Peroxisoma

Radical de anién 0Oy Cloroplasto, Tilacoide Membrana permeable
Mitocondria, Peroxisoma | Interaccion con NO

superoxido y Apoplasto

Perdxido de hidrégeno H,0, Cloroplasto, Membrana permeable
Mitocondria, Sefalizacién molecular
Peroxisoma y Apoplasto

Oxido nitrico NO Mitocondria, Citosol, Membrana permeable
Peroxisoma y Apoplasto | puede reaccionar con O,

Peroxinitrito ONOO Peroxisoma, Citosol y Formado por la via de
Apoplasto interaccion con Oy
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2.5.4. NITRITOS (NO,-): FUENTES Y BIOTRANSFORMACION

El 6xido nitrico (NO) es un radical reactivo abundante e importante en la sefializacion
biol6gica oxidativa, es una molécula que participa en una gran variedad de procesos
fisiolégicos incluyendo la neurotransmision, la regulacion de la presion arterial,
mecanismos de defensa, la relajacion del musculo liso y la regulacion inmune (Archer,
1993, Alderton, C. Cooper, R. y Knowles, 2001, Bergendi et.al., 1999, Forstermann, U.
Boissel, J. y Kleinert, H., 1998). Uno de los medios para investigar la formacion de oxido
nitrico es la determinacion de nitrito (NO3), el cual es uno de los dos principales productos
de degradacion del NO'y que son estables, pues ya no sufren de modificaciones
posteriores (Gallardo, 1999).

El nitrito en mamiferos puede derivarse de: 1) la oxidacién endégena de NO', 2) la
reduccion de nitrato por saliva por bacterias comensales a través de la boca hasta el tracto
digestivo, 3) fuentes nutricionales tales como carne, verduras y agua potable. Las
concentraciones en estado estacionario de nitrito en el cuerpo estan estrechamente
regulados y varian dependiendo de cada tejido o compartimento y la actividad relativa de
la Oxido Nitrico Sintasa (NOS). Sin embargo, por lo general el nitrito esta concentrado
mas en los tejidos que en la circulacién. El 6xido nitrico se sintetiza por las células de
mamiferos a partir de L- arginina a través de un reaccion de oxidacion catalizada por el
complejo de flavo — hemoproteina de la NOS (Fassen et.al., 2009).

La produccion endogena de NO juega un papel muy importante en la homeostasis
vascular, neurotransmision y mecanismos de defensa. En plasma, las concentraciones en
el estado estacionario de nitrito se conservan a través de varias especies de mamiferos,
incluyendo los seres humanos. El nitrito se mantiene estable durante varias horas, en
sangre; sin embargo, el NOy el nitrito se oxidan rapidamente a nitrato. La vida media de
nitrito en la sangre humana es de aproximadamente 110 sy el nitrato tiene una vida
media en circulacion de 5-8 horas. El nitrito y nitrato de los tejidos, por otra parte, tienen
in vivo una vida media de decenas de minutos y son excretado por los rifiones (Bryan,
2006).
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2.5.5. GENERACION DE ENFERMEDADES.CANCER: RELACION CON EL ESTRES
OXIDATIVO Y LA TOXICIDAD DE METALES

El estrés oxidativo ha sido implicado en varias enfermedades crdnicas y procesos naturales
como el envejecimiento, la aterosclerosis, diabetes mellitus, la artritis, las enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y cancer entre otras.
El estrés oxidativo, estd implicado en la etiologia del cancer como resultado de un
desequilibrio en la produccion de EROS y las propias defensas antioxidantes celulares. Esto
se observa en EROS y la desregulacion de la homeostasis REDOX y promueve la formacion
de tumores mediante el inicio de una induccion aberrante de las redes de sefializacién que
provocan la carcinogénesis, la cual se caracteriza por la accién acumulativa de maltiples
eventos en una célula, entre otros:

e aumento de la sintesis de ADN

e Mitosis por agentes cancerigenos no genotoxicos (inducen mutaciones en células

gue se dividen a través de los sitios de reparacion)
e Agentes génotoxicos por lo general productos quimicos que dafian al ADN vy

compuestos carcinégenos.

EROS actua en las 3 etapas de los mecanismos de carcinogénesis (Figura 6) las cuales son:
iniciacion, promocion y progresion de la siguiente forma:
1. INICIO

Implica una mutacion no letal en el ADN que produce una célula alterada seguido por lo
menos de una ronda de sintesis de ADN para reparar el dafio, si las células en divisién son
dafiadas por la razon que sea, son capaces de interrumpir temporalmente su ciclo celular
en lafase G1, S 0 G2 (puestos de control), reparan el dafio y vuelven a la division (Loft, S. y
Poulsen, H., 1996).

El dafio oxidativo del ADN puede ocurrir a través de la accion de EROS, uno de estos a
través de radicales hidroxilo, formadas a través de un tipo de mecanismos llamado

Fenton, junto con otras especies.
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El proceso de iniciacién también se produce por la induccion del estrés oxidativo al Ca (Il)
que produce cambios que llevan al incremento en el calcio libre intracelular como
resultado de su liberacidén del calcio intracelular y el influjo de calcio extracelular ()
(Dreher y Junod , 1996).

2. PROMOCION
Se caracteriza por la expansion clonal de las células iniciadas por la induccién de la
proliferacion celular y/o inhibicion de la muerte celular programada o apoptosis. Este
proceso resulta en la formaciéon de una lesion focal identificable. Esta etapa es dosis-
dependiente, es decir, requiere la presencia continua del estimulo de promociéon de
tumores y por lo tanto es un proceso reversible (Loft, S. y Poulsen, H., 1996). Muchos
promotores tumorales tienen un fuerte efecto de inhibicion sobre los sistemas de defensa
antioxidante de las células como SOD, catalasa, glutation, entre otros. Mientras que un
nivel alto de estrés oxidativo es citotoxico para la célula y la proliferacion celular es
detenida por la induccién de la apoptosis o necrosis, incluso un bajo nivel de estrés
oxidativo puede de hecho estimular la promocion del crecimiento del tumor (Dreher y
Junod, 1996). Esto implica que la promocién de EROS durante esta etapa de la

carcinogénesis es la linea principal de promocién de tumores relacionados con EROS.

3. PROGRESION
Esta etapa implica cambios moleculares y celulares irreversibles que ocurren desde el
estado preneoplasico como son:
e Acumulacion de alteraciones genéticas adicionales, que conducen a la transicién
de tumor benigno-maligno
e Inestabilidad genética

e Alteracion de la integridad cromosémica
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EROS IINICIO I IPROMOC[@NI —~ Estado preneoplésico celular

o Dafioal ADN oo o ""\Jl\ Lesién focal Figura 6: Modelo de los tres
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) Reparacion  ms i y el nivel del efecto
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Estado neplasico modificado de Valko et. al.
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Muchos estudios se han centrado en la toxicidad del metal inducido y la carcinogenicidad,
destacando su papel en la generacion de EROS y ERN en los sistemas biol6gicos y la
importancia de este mismo (Valko et. al., 2005; Leonard, S. Harris, G. y Shi, X., 2004; Stohs
y Baghchi, 1995; Pekarkova et. al., 2001; Chen et. al., 2001 y Halliwell y Gutteridge, 1990).
El metal es mediado por la formacién de RL que pueden causar diversas modificaciones a
las bases del ADN, peroxidacion de lipidos mejorada al cambio en el calcio y a la
homeostasis sulfihidrilo. Entre los metales que pueden inducir estrés oxidativo y estan
relacionados con procesos carcinogénicos, tenemos al hierro, el cobalto, el cromo, el

vanadio, el cadmio, el arsénico y el niquel.

2.5.5.1. NIQUEL

El niquel se encuentra distribuido ampliamente en los biosistemas. Es ampliamente usado

en la mineria, la aleacion de produccion, la galvanoplastia, la refinacion y la soldadura.

Los estudios epidemioldgicos revelaron un mayor riesgo para la salud y como carcindgeno

en humanos principalmente provoca dafios en las vias respiratorias y por su uso
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ocupacional provoca canceres nasales, pulmonares y de la cavidad nasal en los mineros y

los trabajadores de refinerias de niquel, (Clemens y Landolph, 2003).

2.5.5.2. HOMEOSTASIS DE NIQUEL, ESENCIALIDAD Y TOXICIDAD.

El niquel puede entrar en el cuerpo por inhalacion, ingestion y absorcion dérmica. La
cantidad de niquel absorbido por el tracto gastrointestinal depende del tipo de niquel, el
contenido y la capacidad de absorcion. Normalmente, sélo el 1-2% de niquel ingerido es
absorbido. La ingesta diaria de niquel se ha estimado en intervalos de 35 a 300 g por dia
(Nielsen y Flyvholm, 1984).

El niguel es un metal no acumulativo, se excreta por la orina y las heces. La excrecién
urinaria de niquel es rapiday la eliminacién parece seguir una cinética de primer orden sin
evidencia de la cinética dosis-dependiente. Después de la absorcion, el rifidén es la
principal via de eliminacion. La excrecion de niquel también se produce en la saliva y el
sudor, lo cual puede contribuir significativamente la eliminacion de niquel en ambientes
calurosos.

La forma quimica del niquel determina la ruta por la que el niquel puede entrar en las
células. El niquel soluble, por ejemplo, el carbonilo de niquel, es soluble en grasa y puede
cruzar libremente las membranas celulares, probablemente por difusion o por medio de
canales de calcio. Algunos autores, como, Foulkesy McMullen, (1986) sugieren la
absorcion de niguel por difusién transmembranal, mientras que otros propusieron la

absorcion de Ni (1) a través de los canales de Ca (I1).

Los compuestos de niquel soluble son conocidos para entrar en la célula a través del canal
ionéforo de ionomicina de calcio, lo que aumenta la absorcidn de niquel por un factor de

4-5 (Refvik y Andreassen, 1995).
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Entre los compuestos del niquel la exposicion al carbonilo de niquel, genera altas
concentraciones de niguel en pulmon, cerebro, rifiones, higado y glandulas
suprarrenales. La vida media bioldgica de 6xido de niquel en el pulmén depende, en parte,
del tamafio de particulay el periodo de exposicidn en estudios con animales expuestos
durante 11-21 meses (Tanaka et.al., 1985).

En animales de experimentacion, los compuestos de niquel inducen tumores en todos los
sitios de aplicacién. Muchos estudios documentan la induccién de tumores malignos
después de la administracion via intramuscular, la inhalacion y por via intraperitoneal,
intra-renal, intratesticular, intraocular y subcutaneas, (Coogan et.al., 1989, Denkhaus y
Salnikow, 2002). Los datos experimentales sugieren que son altamente citotdxicos y
genotdxicos cuando se asocian con compuestos insolubles de niquel, por lo que la
exposicion a Ni3S; cristalino resultd que el contenido de niquel absorbido en el citosol y
nucleo son altos (Fletcher et. al., 1994), por otra parte, los compuestos de niquel solubles
en agua entran a la célula a través de canales de calcio que muestran poco contenido de

niquel en el citosol y el nicleo (Evans, R. Davies, P. y Costa, M., 1982).

2.5.5.3. ESTRES OXIDATIVO Y NIQUEL INDUCEN CARCINOGENESIS

Los datos experimentales sugieren que el estrés oxidativo puede ser importante en la
carcinogénesis inducida por el niquel.

Sin embargo el efecto directo entre la capacidad de niquel para producir el estrés
oxidativo y la carcinogenicidad, no estd completamente comprendida. La controversia
sobre el papel del estrés oxidativo entre el niquel y la carcinogénesis se documenta en
los experimentos con animales. Mientras que la administracion de niquel y cobalto,
induce la formacién de tumores, la administracion de cobre y hierro no inducen tumores.
Un problema adicional aparecio en los estudios de cancerigenos y la actividad de los
compuestos de niquel en varios animales. Mientras que la exposicion a NisS, insoluble
induce carcinomas en 30% de las ratas expuestas, una exposicion similar no causé

tumores en pulmones de ratones. Sin embargo, la inflamaciony la fibrosis en pulmon se
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observaron en ambos grupos de animales. La diferencia genética entre animales
responsables de la diferente actividad de las enzimas, que implica la actividad protectora
contra el estrés oxidativo, parece jugar un papel importante en la induccion de
carcinogenicidad del niquel.

El niguel produce un nivel bajo, pero medible de radicales libres en las células (Bal y
Kasprzak, 2002). Métodos de fluorescencia revelan que formas de niquel (Cloruro de
Niquel 11l soluble e NisS; insoluble) evocan la formacion de radicales libres (Salnikow et. al.
2000). Varios estudios han revelado la depresion de GSH (glutation), esta representada

por algun marcador de estrés oxidativo (Rodriguez, y col., 1991).

2.5.5.4. NIQUEL INDUCE ACTIVACION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION

Los factores de transcripcion activados por el niquel son:
e NF-kB: se encontré que era activado por niquel el cual induce una respuesta
alérgica y de hipersensibilidad en la piel (Goebeler, et.al., 1993).

e ATF-1: aumento del calcio intracelular después de administrar niquel a su vez
conduce a la activacion de una proteina quinasa en cascada que media la
fosforilacién ATF / CREB.

e HIF-1: Una explicacion de la activacion de niquel al inducir el factor de
transcripcion HIF-1, se basa en la suposicion de que el niguel reemplaza hierro en
el portador de oxigeno, Fe (l1)-hibrido hemoglobina. La sustitucion de hierro por
interruptores de niquel sefial a la hipoxia permanente, que a su vez activa el factor
HIF-1 (Goldberg, M. Dunning, S. y Bunn, H., 1988).

e p53: De acuerdo a Maehle et.al. (1992), el gen p53 esta mutado en células de
rifién epiteliales humanas expuestas al niquel. Se detecta una baja incidencia de
mutaciones puntuales en el gen supresor de tumores p53 al ser inducido con

niquel provocando tumores renales en ratas (Weghorst et.al., 1994).
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2.6. PROCESOS DE DETOXIFICACION (ENZIMATICOS Y NO ENZIMATICOS)

Existen diversos sistemas de defensa antioxidante o detoxificantes celulares que son
también adecuados a la vida media muy corta de los radicales libres; éstos comprenden
moléculas pequefias, endbdgenas y exdgenas, macromoléculas con capacidad antioxidante,
y también enzimas antioxidantes y enzimas asociadas. La capacidad antioxidante celular
estd dada por mecanismos enzimaticos y no enzimaticos a través de los cuales la célula
anula la reactividad y/o inhibe la generacion de radicales libres se muestra en los cuadros
5y 6.

2.6.1. MECANISMOS NO ENZIMATICOS

Vitamina E Capta los radicales libres en membrana evitando la
lipoperoxidacion.
Vitamina C Efecto eliminador de radicales y recicla la vitamina E. Ambas

vitaminas Cy E trabajan como antioxidantes.

Glutation Tiene varios efectos en la defensa antioxidante celular.
Acido lipolico Antioxidante eficaz y sustituto eficaz del glutation.
Ubiquinonas CoQ10 Efectos de gran utilidad como antioxidantes.
Carotenoides Antioxidante de lipidos.

Cuadro 5: Mecanismo no enzimaticos: Antioxidantes y su funcion fisiolégica. Tomado y modificado de Lopez, y col.
2012.

Los mecanismos no enzimaticos (cuadro 5) comprenden moléculas como el glutatién
(GSH). El glutation es un tiol no proteico, y el mas abundante en las células de mamiferosy
desempefia numerosas e importantes funciones metabdlicas (Vifia, 1990). Entre ellas, se
encarga de proteger a la célula frente al ataque oxidativo, ya sea por radicales libres,
perdxidos u otros agentes nocivos, participa en gran cantidad de procesos fisiolégicos: en

la sintesis de ADN, actia como la primera barrera de proteccion frente al estrés oxidativo,
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protege a la membrana celular contra el dafio oxidativo y mantiene el estatus tiélico de la
misma, participa en la regulacion de la sintesis de proteina, modula actividades
enzimaticas y regula la proliferacion celular.

La vitamina C, por sus caracteristicas estructurales puede reaccionar con EROS y oxidarse
a dihidroascorbato que se recicla a cido ascorbico por la enzima dihidroascorbato
reductasa. Se encuentra en plasma a concentraciones mucho mas bajas que el ascorbato,
y es efectivo contra el radical anién superéxido, el peréxido de hidrégeno, el radical
hidroxilo y el oxigeno singlete.

La vitamina E (a-tocoferol), es probablemente el antioxidante mas potente del organismo
en cuanto a su capacidad como bloqueador de la cadena de lipoperoxidacion, secuestra

radicales peroxil lipidicos dando origen a hidroperdéxidos lipidicos y al radical tocoperoxil.

2.6.2. MECANISMOS ENZIMATICOS

CUADRO 6: Mecanismo
enzimatico. Principales

Superoxido Citoplasma (SOD-1) Dismutacion de antioxidantes, funcion
Dismutasa Mitocondria (SOD-2) radicales superéxido. fisiolégica y ubicacién celular
Extracelular (SOD-3) Tomado y modificado de Lopez,
y col., 2012.
Glutation peroxidasa  Citoplasmay Elimina el perdxido de
mitocondria hidrogeno y los
hidroperdxidos
organicos
Catalasa Citoplasmay Elimina peroxido de
mitocondria hidrégeno.

Las EROS como el radical superodxido, el radical hidroxilo y el peréxido de hidrégeno (H20;)
se forman durante la reduccién del dioxigeno en agua. Estas especies pueden dafiar las
proteinas, los lipidos y los acidos nucleicos, por lo que se requieren sistemas antioxidantes
eficientes, entre los que se incluyen ciertas enzimas. Los mecanismos enzimaticos
comprenden principalmente a la superoxido dismutasa (SOD), que constituye la primera
defensa al dafio oxidativo que puede causar el idn superodxido y las especies reactivas que

se derivan de su presencia. Cataliza la reaccién que transforma el radical superdxido en
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peréxido de hidrégeno, constituyendo el primer medio natural de defensa (McCord y
Keele, 1974y Fridovich, 1974).

Cabe destacar que el radical superéxido es inestable en medio acuoso y dismuta
espontdneamente formando H,O,. Como antioxidante primario, la actividad de
superoxido dismutasa cumple un papel fundamental en la defensa encargada de dismutar
el 0%~ a H,0,, antioxidante, ya que es una de las primeras lineas de defensa, ya que del 1
al 2% del oxigeno que consume la mitocondria en estado respiratorio, se transforma en la
cadena de transporte electrénico, en radical superoxido (Boveris y Chance, 1973).

La glutatién-peroxidasa (GPx) juega un papel importante en la detoxificacién del peréxido
de hidrégeno y los lipoperdxidos que se generan en las células (Chance, et.al., 1979).
Forma parte de los denominados antioxidantes primarios, de modo que convierte los
radicales libres en moléculas menos dafiinas, o impide su formacion; su actividad se

encuentra en el citosol y en la matriz mitocondrial.

El peroxido de hidrogeno se forma por la dismutacion del radical superéxido y también en
la reaccion de algunas oxidasas. Hay varias enzimas capaces de degradar el perdxido de
hidrégeno: las catalasas, las peroxidasas y las peroxirredoxinas. Las peroxidasas eliminan
el H,0, usandolo para oxidar otros sustratos. A diferencia de las otras enzimas, que

requieren de un sustrato reducido, las catalasas dismuta el perdéxido de hidrogeno.

2.6.3. CATALASA

La catalasa (CAT) es una enzima antioxidante presente en la mayoria de los organismos

aerobios. Cataliza la dismutacion del peroxido de hidrégeno (H,0,) en aguay oxigeno.

Es una de las enzimas méas abundantes en la naturaleza y se encuentra ampliamente
distribuida en organismos anaerobios principalmente en bacterias y hongos, aerobios en

animales y en el organismo humano. La actividad de la catalasa varia dependiendo del
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tejido; ya que ésta resulta mas elevada en el higado y los rifiones, y baja en tejidos
conectivos y los epitelios, y nula en el tejido nervioso. 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 (Céspedes, E. Hernandez, I. y LIdpiz, N. 1999).

En algunas especies la CAT contiene moléculas de Nicotinamin Adenin Dinucle6tido
Fosfatado en su forma Reducida (NADPH) ligadas estrechamente a la enzima; asi se ha
demostrado que la catalasa humanay la animal estan ligadas a 4 moléculas de NADPH, 1

en cada subunidad y que no existe interaccion directa entre el grupo hemo 'y el NADPH.

Entre los diferentes tipos de catalasa existen diferencias estructurales importantes. Las
catalasas pequefias son menos resistentes a la desnaturalizacion, unen NADPH, tienen
hemo by se inhiben e inactivan por sustrato. En cambio, las catalasas grandes tienen un
dominio extra en el C-terminal que es semejante a la flavodoxina, son muy resistentes a la
desnaturalizacion, tienen hemo d, presentan enlaces covalentes inusuales cercanos al sitio

activo y son resistentes a concentraciones molares de H,0, (Figura 7).

[4

Catalasa pequefia Catalasa % Q

grande Figura 7: Estructura general

de una catalasa pequefia. Muestra

la molécula de NADPH unida a la
catalasa pequenia, el cual es un
mondmero de la catalasa de
eritrocitos humanos (HEC). También
se muestra una catalasa grande el
cual es mondémero de la catalasa-1 de
N. crassa (CAT-1). Tomaday
modificada de Diaz, 2003.

[

——
—

32



http://www.novapdf.com/

La catalasa que reduce H,0, a H,0 participa en la detoxificacion de perédxido de hidrogeno
a través de una reaccion que da lugar a agua y a una molécula de oxigeno (Chance y cols.,
1979).

2 H,0,2H,0+0,

2.6.3.1. FUNCION DE CATALASA

La catalasa como parte del sistema antioxidante esta involucrada en la destruccion del

H,0, generado durante el metabolismo celular. Esta enzima se caracteriza por su alta

capacidad de reaccién pero relativamente poca afinidad por el sustrato. Presenta dos

funciones: la catalitica y la peroxidativa. Ambas se pueden representar por la ecuacion:
H,O, + HoR ---------- ® 2H,0 + R

sustrato donador CAT.

La reaccion general entrafia la reduccion del sustrato tomando los &tomos de hidrogeno

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,0,. Esta funcién sélo puede ser
realizada por la enzima en su forma tetramérica.

H,0; + H,0; -----® 2H,0 + +0,
En la reaccién peroxidativa la enzima puede utilizar como donadores de hidrégeno al

metanol, etanol, acido férmico, fenol y formaldehido.

En el hombre, la catalasa protege la hemoglobina del peréxido de hidrégeno que se
genera en los eritrocitos. También tiene un papel de proteccién en la inflamacion, en la
prevencion de mutaciones, evita el envejecimiento y cierto tipo de cancer (Céspedes, E.
Hernandez, I. y LI6piz, N. 1999 y Diaz, 2003).
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111.- JUSTIFICACION

Actualmente se conoce que el estrés oxidativo esta implicado en la etiologia de diversas
enfermedades cronicas no transmisibles entre ellas el cancer, como resultado de un
desequilibrio en la produccion de EROS y las propias defensas antioxidantes celulares
(Mendoza y Retana, 2009).

Diversos estudios sugieren que las lectinas muestran tener actividades de proteccion
contra el estrés oxidativo inducido por los radicales libres. Particularmente para el
mezquite se ha reportado su modulacion del estrés oxidativo y su efecto citotoxico en
cancer de leucemia de las células T (Molt-4), células tumorales epiteliales humanas (Hela),
tumor hepatico humano (HepG2) y fibroblastos F26.

En este estudio se analizd la participacion de lectinas obtenidas de Prosopis laevigata
(mezquite) en la regulacion del estrés oxidativo en un modelo de raton con céancer.
Aunque existen pocos estudios en los que se reporten que Prosopis laevigata puedan
reducir el dafio y efectos de EROS principalmente para lectinas, se ha encontrado que el
mezquite (P.juliflora también conocida como P.laevigata) muestra tener actividad
citotdxica.

Por lo tanto con el presente estudio se espera contribuir a determinar el efecto que las
lectinas de mezquite (Prosopis laevigata) puedan tener en la regulacion del estrés
oxidativo en ratones hembra CD1 tratados con oxido de niquel (NiO), asi como su

participacion en la modulacion de la carcinogénesis.
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V.- HIPOTESIS

El balance entre Especies Reactivas de Oxigeno y procesos de detoxificacion celular se
encuentra modificado en las células cancerosas. Las lectinas de una gran variedad de
organismos vegetales son reconocidas por su efecto citotoxico sobre células cancerosas.
En este sentido se espera una disminucién en los niveles de radicales libres en ratones
comprometidos a un proceso carcinogénico con NiO al ser tratados con lectinas de

Prosopis laevigata.

V. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la actividad antioxidante de lectinas de Prosopis laevigata en un modelo de

cancer murino.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtencion de lectinas a partir de hojas de Prosopis laevigata por medio de una
extraccion salina.

e Evaluar la actividad hemaglutinante de lectinas de hoja de mezquite en plasma
sanguineo de los tipos ABO".

e Inducir un mecanismo de carcinogénesis con 0xido de niquel (NiO) en ratones
hembra de la cepa CD1.

e Evaluar la concentracion de nitritos y la actividad de la enzima catalasa en higado
y plasma sanguineo de raton hembra CD1 tratados con extractos enriquecidos de

lectinas de hoja de mezquite.
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VI. METODOS

6.1 OBTENCION DE MATERIAL VEGETAL

Hojas de Prosopis laevigata (Fabaceae, Mimosaceae), fueron recolectadas en la localidad
de Tepelmeme, Oaxaca en el poblado de San Cristébal Suchixtlahuaca (17°43°34.28” N,
97°22°10.23” O con una elevacién de 2086 msnm).Posteriormente fueron determinadas
en el Herbario de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza como Prosopis laevigata
(W.) segun McVaught (1997) y Rzendowski y Rzendowski (2010).

6.2. PROCESOS DE EXTRACCION Y SEMIPURIFICACION

6.2.1. EXTRACCION SALINA DE LECTINAS

De acuerdo al método de Villarrubia, y col., (1995), 100 g de hojas frescas de Prosopis
laevigata fueron trituradas en un mortero con solucion salina al 10% (J.T. Baker Mex) en
una proporcion 1:3 m/v, la cual se mantuvo en refrigeracion a 4°C durante 24 horas.
Posteriormente para solubilizar las proteinas, el extracto se mantuvo en agitacién
(Thermo Scientific) a temperatura ambiente durante 1 hora.

La suspension obtenida fue filtrada en gasa, a fin de retirar las particulas grandes y
materiales insolubles, y se mantuvo en refrigeraciébn a 4°C durante 24 horas, para

centrifugarla (centrifuga SIGMA 2-5) a 3.000 RPM por 20 minutos a 4°C.

6.2.2. DIALISIS

De acuerdo al método de Villarrubia, y col., (1995), con algunas modificaciones, el
sobrenadante obtenido fue dializado en una membrana de 3kDa (Thermo Scientific) en un
amortiguador de bicarbonato de amonio (NH4HCO3) (J.T.Barker Mex.) 0,1 M, pH 8,0,
durante 6 horas en agitacion a temperatura ambiente. La eliminacion de sal fue

comprobada con nitrato de plata (AgNOs) 0.01 N.
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6.2.3. CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

De acuerdo al método usado por Ganem y Gonzalez (2007) con algunas modificaciones, la
purificacion se realizé mediante una cromatografia de afinidad en una columna empacada
con Silica gel 60 GF (Merck KGaA) en una proporcion (1:1 m/v) en agua destilada. El
extracto de mezquite fue eludido con solucion salina (J.T. Barker Mex.) 1M durante 48
horas a temperatura ambiente. Las proteinas retenidas en la columna se desplazaron con
una solucion 0.1 M de D" glucosa (Sigma Mex.), los cuales fueron cuantificadas por

espectrofotometria a 545nm.

6.2.4. CUANTIFICACION DE PROTEINAS. METODO DE BIURET
La determinacion de proteinas se realizd por espectrofotometria (Thermo Scientific
Genesys-20) a 545 nm, empleando una curva estandar con albumina de huevo (marca

Merck) de 100 mg/ml.

6.3. PRUEBAS DE HEMAGLUTINACION.

La actividad hemaglutinante de lectinas se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Costa et.
al., (1999), se tomaron muestras sanguineas del sistema ABO positivo, los cuales se
centrifugaron (SIGMA 2-5) a 3000 RPM por 10 minutos a 4 °C, se eliminé el sobrenadante,
aspirando cuidadosamente la capa superior, los eritrocitos se suspendieron en
aproximadamente 10 volimenes de buffer fosfato salino (PBS) y se centrifugaron en las
condiciones antes descritas, repitiendo el lavado dos veces mas. Posteriormente el
volumen de eritrocitos sedimentados se resuspendio en PBS a una dilucion del 3% (v/v).
Se procedio a preparar por triplicado pozos con 50 pl de lectina y 50 pl de eritrocitos, se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente y se observaron en un microscopio
optico (Primo Star) a 10X y 40 X. El grado de aglutinacién se determind de acuerdo a la

escala propuesta por Hohenhaus (2000).
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6.4. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO CONDICIONES REDUCTORES
(SDS-PAGE).

La determinacion del ndmero y del peso molecular de las lectinas presentes en los
extractos se realizo por medio de una electroforesis de poliacrilamida al 12%. Tomando un
volumen de 2.5 ul - 5.0 ul de los extractos de proteina tipo lectina y 10 ul de buffer de
muestras. Dejando correr a 95 voltios durante 90 min. La tincion se realiz6 por el método
de nitrato de plata de acuerdo a lo establecido en el protocolo de The protein Protocols
Handbook (Walker, 2002).

6.5. DISENO EXPERIMENTAL

Las pruebas experimentales in vivo se utilizaron 2 poblaciones de 30 ratones hembra de la
cepa CD1 de 4 semanas de edad, criadas y mantenidas en el Bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza bajo condiciones estandar de fotoperiodo (12 h luz / 12 h

oscuridad), temperatura ambiental (22°C+2°C), agua y alimento ad libitum.

6.5.1. INDUCCION A PROCESO CARCINOGENICO MEDIANTE EL TRATAMIENTO DE NiO Y
DE EXTRACTO ENRIQUECIDO DE LECTINAS DE HOJA DE PROSOPIS LAEVIGATA EN
RATONES HEMBRA CD1

Se realizé la induccién al proceso carcinogénico de acuerdo al método de Ortiz, A. Castillo,
R.y Beausoleil, 1., (1995) con algunas modificaciones, la induccion se realizé por duplicado
en 24 ratones hembra CD1 de 3 semanas de edad, los cuales se indujeron a proceso
carcinogénico por medio de la administracién de 20 mg de polvo de éxido de niquel en
0.05 mL de aceite de oliva estéril, en una dosis Unica intramuscular hasta la observacion

del tumor.

Para la evaluacion del extracto enriquecido de lectinas de mezquite se evaluaron tres
dosis de acuerdo a lo propuesto por Alonso (2004) y Radberg et.al. (2001) de 40, 80y 120
mg/kg/ml, via oral por un periodo de 4 semanas agrupando a los animales de la siguiente

forma:
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Grupo I: Control. 6 Ratones hembra CD1 en condiciones normales

Grupo II: 6 Ratones hembra CD1 con tratamiento de NiO

Grupo llI: 6 Ratones hembra CD1 con tratamiento de NiO y dosis de 40 mg/kg/ml de
extracto enriquecido de lectinas de hojas de mezquite

Grupo 1V: 6 Ratones hembra CD1 con tratamiento de NiO y dosis 80 mg/kg/ml de extracto
enriquecido de lectinas de hojas de mezquite

Grupo V: 6 Ratones hembra CD1 con tratamiento de NiO y dosis 120 mg/kg/ml de extracto

enriquecido de lectinas de hojas de mezquite

6.6. EXTRACCION DE PLASMA SANGUINEO

Se llevé a cabo la extraccién de sangre por medio de la puncion cardiaca de acuerdo a
Séenz, (2004) con algunas modificaciones. La sangre obtenida fue colocada en tubos con
EDTA (anticoagulante) y sometida a centrifugacion con la finalidad de separar el plasma y

se lavo el plasma con solucién salina.

6.7. OBTENCION DE TEJIDOS.

De acuerdo al método seguido por Borras, et.al., (2003) con algunas modificaciones, se
disecto el higado de todos los grupos de ratones tratados, los cuales se perfundieron con
solucion salina fisiologica a baja temperatura y fueron mantenidos en cama de hielo hasta

su utilizacion.

6.8. DETERMINACION DE MARCADOR DE ESTRES OXIDATIVO Y DEFENSA ENZIMATICA
ANTIOXIDANTE

6.8.1. DETERMINACION DE NITRITOS: METODO DE GRIESS

De acuerdo al método de Gallardo, (1999) con algunas modificaciones la cuantificacion de
nitritos se realizd espectrofotométricamente (Thermo Scientific Genesys-20) por el
método de Griess a 550 nm empleando una curva estandar de nitrito de sodio 100 mM,

con diluciones de proporcion 1:10(v/v) en el buffer usado para las muestras
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experimentales. En el cual se determind la concentracion de nitrito en las muestras

experimentales para cada grupo utilizado.

6.8.2. DETERMINACION DE CATALASA (CAT)
De acuerdo al método permangandmetrico empleado por Baquero, L. Castro, J. y Narvéez,
C., (2005) con algunas modificaciones, se evalud la mediante titulacién H,O, no
descompuesto con Permanganato de Potasio (KMnO,) estandarizado (10 mM) y un blanco
mediante la adicion de H,SO, (acido sulfurico) (1:3) previa al extracto enzimatico para
desnaturalizar la enzimay detener la descomposicion del H,O, por parte de la enzima.
Donde una unidad de actividad (UCAT) fue definida como los pmol H,0;
descompuesto/min. La actividad especifica fue expresada en unidades de actividad por mg

de proteina (UCAT/mg proteina).

6.8.3 ANALISIS ESTADISTICO
Los datos fueron sometidos a analisis estadistico de varianza, considerando un nivel de
confianza del 95%. Los datos significativos fueron representados como (p< 0.05) (Marques
Dos Santos, 2004).
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VII. RESULTADOS

7.0. PROCESO DE EXTRACCION Y SEMIPURIFICACION

[]
PROTEICA

TOTAL
(mg/ml)

Extraccion salina Dialisis Cromatografia

FRACCIONES PROTEICAS DEL
MEZQUITE

GRAFICA 1. Concentracion de proteinas en las diferentes fracciones proteicas de
Prosopis laevigata su variacion proteica en cada uno de los procesos de
semipurificacion.

7.1. CUANTIFICACION TOTAL DE PROTEINAS
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Los resultados observados en la grafica 1 muestran la cuantificacion total de proteinas
obtenidas en cada proceso de purificacion. Podemos apreciar que durante los diferentes
procesos de purificacion (dialisis, cromatografia de afinidad) la concentracién de
proteinas fue disminuyendo. Lo cual indica que el extracto fue enriquecido con proteinas

tipo lectina, lo cual se comprobé con el ensayo de hemaglutinacion.

7.2. PRUEBAS DE HEMAGLUTINACION

Las pruebas de hemaglutinacion se realizaron en cada uno de los extractos en el sistema
ABO* humano mostrando los diferentes grados de hemaglutinacion que se presentaron en
la diferentes dosis del extracto enriquecido de lectinas de hoja de mezquite (Cuadros 7 -
12). Se pudo comprobar que las fracciones obtenidas después de la cromatografia eluida

con glucosa presentan un mayor porcentaje de hemaglutinacion.
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7.2.1. PRUEBAS DE HEMAGLUTINACION (120- 5 mg/ml)

HOJAL
[sindializary
sin
cromatagmfia)

HOJAz
dializado

HOJA3
cromatografia

EXTRACTO

HOJA2
(sindializary
sin
cromatografia)

HOJAz
dializada

HOJA3
cromatografia

(
1

—
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Grado de aglutinacién
0+

Cuadro 7: Pruebas de
hemaglutinacién con concentracion

de 120 mg / ml.

Cuadro 8: Pruebas de
hemaglutinacién con concentracion
de
80 mg / ml.

Grado de aglutinacién
4+
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EXTRACTO

HOJA21
(sindializary
sin

cromatografia)
HOJA2 .
dializada Grado de aglutinacion
2+
HOJA3
tografi, . .,
S Grado de aglutinacion
4+

Cuadro 9: Pruebas de

de 40 mg / ml.

hemaglutinacién con concentracion

EXTRACTO

HOJA2
{sin dializar y
sin
cromatografia)

HOJA 2

dislizada .
Grado de aglutinacién

1+

HOJA3

[
»

cromatografia Grado de aglutinacion

4+

Cuadro 10: Pruebas de

de 20mg / ml

hemaglutinacién con concentracion

(
1
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EXTRACTO

HOJA2

(sindializary

sin A
cromatografia)

HOJA2

dializada

HOJA3
cromatografia

EXTRACTO

HOJA1
(sindializary
sin
cromatografia)

HOJA2
dializada

HOJA
cromatografia

Cuadro 11 Pruebas de
hemaglutinacion con concentracion

de 10 mg / ml

Grado de aglutinacién
3+

Cuadro 12: Pruebas de
hemaglutinacion con concentracion

de5mg/ ml

Grados de aglutinacion
2+

Los resultados muestran un mayor grado de aglutinacion en el grupo sanguineo A’ del

extracto de hoja de mezquite con cromatografia, desde las concentraciones 120 mg/ml,-

20 mg/ ml, con un grado de aglutinacion 4" en la cual podemos observar que la

aglutinacion con pocas células libres, (como se puede observar en las imagenes cuadro 7-

12) y menor grado de aglutinacion en el grupo O con un grado de aglutinacion general de

2" (ver cuadros 7-12) . Por lo tanto los resultados presentados demuestran que existe un
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mejor grado de aglutinacion en las dosis altas (120 - 80 mg/ml,) que en dosis bajas (40-5

mg/ml,) conforme el proceso de purificacion.

7.3. ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Para la determinacion del peso molecular de las proteinas obtenidas en los diferentes

procesos de purificacion se desarroll6 una electroforesis SDS-PAGE al 12%. Los resultados

obtenidos para esta se muestran en la figura 8.

PVt PP MNusitras DA
1 1 2 3
250 =
150 '
100 . 4
7% ,
SO0 - 4
37 \ _ 37kDa
i = 31.1kDa
== - 25.5kDa
=0
—+——  17kDa
15 17— 15kDa

Bandas proteicas de un peso
aproximado de 37 kDa- 25 kDa
y 15 kDa-17kDa en la fraccién
enriquecida de lectinas de las
fracciones de hoja de
P.laevigata en los diferentes
procesos de semipurificacion,

FIGURA 8: Electroforesis SDS-PAGE al 12% en el andlisis de muestras en los diferentes procesos
de semipurificacién extraccion salina (fraccién no semipurificada) - cromatografia de afinidad.
MPM (Marcador de Peso Molecular KDa). Muestra 1: Fraccion no purificada; muestra 2: Fraccion
dializada y muestra 3: Fraccién con cromatografia de afinidad. En el cual las muestras de hoja de
mezquite 2 y 3 se observan la presencia de la lectina semipurificada enriquecidas que van de

entre 15-20 kDa y de 25.5 -37 KDa.

7.4. EFECTO DEL OXIDO DE NiQUEL EN RATONES HEMBRA CD1

Los resultados muestran que 20 mg de polvo de oxido de niquel en 0.05 mL de aceite de

oliva estéril, en una dosis Unica intramuscular en la parte de las mamas a ratones hembra

CD1 alas 8 semanas de edad en un periodo de 4 semanas, produce tumoraciones en 5

ratones en la zona de aplicacion y lesiones dérmicas en oreja, patay abdomen (como se

muestra en la figura 9).
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Condiciones 1 ;
normales Tratados con NiO

Figura 9: Efecto del 6xido de niquel en ratones hembra CD1: En las imégenes de la figura se
observan los efectos a corto plazo que produce el 6xido de niquel al administrarse por via
intramuscular a ratones hembra CD1 de aproximadamente 8 semanas de edad durante 4
semanas de tratamiento. En las imégenes ubicadas al lado izquierdo superior e inferior se
observan a los ratones hembra CD1 en condiciones normales sin ningln tratamiento y en la
parte derecha las 4 imagenes muestran aquellos tratados con 6xido de niquel con laceraciones
tanto de la oreja, la parte superior de la pata y al disectar en la parte del abdomen (sefialada
con una flecha) se observa una masa extrafia (tumor).

7.5. EFECTO DE LECTINAS DE HOJA DE PROSOPIS LAEVIGATA EN EL ANALISIS
MACROSCOPICO DE BAZO E HIGADO DE RATONES HEMBRA CD1 TRATADOS CON OXIDO
DE NIQUEL

Los resultados muestran que de acuerdo a la dosis tomada de la DL50 de lectinas de
Viscum album de 75mg/kg/dia y de Phaseolus vulgaris de 200 mg /kg de peso corporal
(Alonso, 2004 y Radberg et al. 2001 ) con algunas modificaciones para lectinas de hoja de
P. laevigata a diferentes dosis: dosis baja 40 mg/kg/ml, dosis media 80 mg/kg/mly dosis
alta de 120 mg/kg/ ml, al ser administradas por via oral en ratones hembra CD1. En la
necropsia muestran tener efectos macroscopicos en 6rganos como bazo e higado (figura

10).
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Ga G3
CONTROL TRATAMIENTO

< D

Figura 10: Efecto de
las lectinas de hoja de
Prosopis laevigata y su analisis
macroscopico de bazo e higado
de ratones hembra CD1 tratados con
oxido de niquel.

EFECTO DE LECTINAS DE HOJA DE Prosopis laevigata EN EL ANALISIS
MACROSCOPICO DE BAZO EN RATONES HEMBRA CD1 TRATADOS CON OXIDO DE
NiQUEL.
0.329 0.32g
0.31¢g F TRATAMIENTOS
- G1 CONTROL
G2 TRATAMIENTO
CONNIO
G3 DOSIS BAJA (40
mg/kg/ml)
G4 DOSIS MEDIA
(80 mg/kg/ml)
G5 DOSISALTA
(220mg/kg/ml)

TRATAMIENTOS GRAFICA 3

Grafica 2 : Efecto de lectinas de hoja de Prosopis
laevigata en el peso (g) de bazo
de ratones hembra CD1 tratados con 6xido de niquel.
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EFECTO DE LECTINAS DE HOJA DE Prosopis laevigata EN EL ANALISIS
MACROSCOPICO DE HIGADO EN RATONES HEMBRA CD1 TRATADOS CON OXIDO DE
NIQUEL.

319
A0 _72'7 9250 269 TRATAMIENTOS

G1 CONTROL

G2 TRATAMIENTO
CONNiIO

G3 DOSIS BAJA
(40 mg/kg/ml)
G4 DOSIS MEDIA
(80 mg/kg/ml)
G5 DOSISALTA
(220mg/kg/ml)

GRAFICA 4

Grafica 3: Efecto de lectinas de hoja de Prosopis laevigata en el peso (g) de higado
de ratones hembra CD1 tratados con 6xido de niquel

En las imagenes se muestran los efectos del tratamiento oral de lectinas de hoja de
Prosopis laevigata en sus diferentes dosis en el analisis macroscopico de bazo e higado,
donde se observaron las diferencias macroscopicas presentes en el tamafio de bazo con
aumento de peso a dosis de 80 mg/kg/ml y 40 mg/kg/ml y el grupo tratado con NiO
respecto al grupo control, como se puede observar en la gréafica 2. En higado a dosis de
80 mg/kg/ml y 120 mg/kg/ml encontramos una diferencia en coloracion, en cuando al
tamafio el grupo tratado con NiO presenta aumento en el peso a diferencia de las dosis
de 80 mg/kg/ml y 120 mg/kg/ml que presentan una disminucion de peso (gréafica 3) y
apariencia como se puede observan en los 6valos anaranjados unos pequefios residuos

(trazas) amarillo- verdosos adheridos a la membrana del higado (figura 10).
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7.6. DETERMINACION DE MARCADOR DE ESTRES OXIDATIVO: CONCENTRACION DE
NITRITOS EN HIGADO DE RATONES HEMBRA CD1

Para determinar la concentracion de nitritos en higado y plasma sanguineo de ratones
hembra CD1, se evalué mediante el método espectrofotométrico de Griess. Los resultados
mostrados en la grafica 4-5 indican el comportamiento de la concentracion de nitritos en
higado y plasma sanguineo de los diferentes grupos de ratones hembra CD1, donde se
observa un aumento significativo de la concentracion de nitritos en higado y plasma
sanguineo en el grupo perteneciente al control positivo (induccion con NiO) en
comparacion al control. Por el contrario los grupos tratados con el extracto enriquecido
de lectinas de hoja de P. laevigata a diferentes dosis (40-120 mg/kg/ml) se observa una

disminucién de la concentracion de este.

CONCENTRACION DE NITRITOS EN HIGADO DE RATONES HEMBRA CD1

TRATAMIENTOS
015 - . CONTROL
HM/mgde 2. TRATAMIENTO CON NiO

: . DOSIS BAJA DE
proteina LECTINAS 40 mg/kg/m!

. DOSIS MEDIA DE
LECTINAS 80 mg/kg/ml

. DOSISALTA
LECTINAS 120 mg/kg/ml

TRATAMIENTOS

GRAFICA 4: CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE NITRITOS EN HIGADO DE RATONES HEMBRA
CD1. Tratamientos. 1: control negativo, 2: control positivo (induccion con NiO), 3: experimental (induccién
de NiO + tratamiento con lectinas de hoja de mezquite dosis baja (40 mg/kg/ml), 4: experimental
(induccion de NiO + tratamiento con lectinas de hoja de mezquite dosis media (80 mg/kg/ml) y 5:
experimental (induccion de NiO + tratamiento de lectinas de hoja de mezquite dosis alta (120 mg/kg/ml).
Concentracion de nitritos (UM/mg de proteina) y valores de analisis estadisticos de varianza.
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De manera general los resultados mostrados en la cuantificacion de la concentracién de
nitritos en higado indican un aumento significativo (p<0.05) en la concentracion de nitritos
en el grupo 2 de ratones tratados con NiO (0.192 uM/mg proteina) respecto al control
(0.148 uM/mg proteina). Por lo contrario, los grupos experimentales tratados con el
extracto de lectinas de hoja de P. laevigata en sus diferentes dosis, encontramos que para
la dosis de 40 mg/ml (0.052 uM/mg proteina) y dosis de 80 mg/ml (0.081 uM/mg
proteina) disminuyen significativamente en comparacion a este y de lo contrario la dosis
de 120 mg/ml (0.13 uM/mg proteina) aumenta la concentracion de nitritos con respecto a
las dosis bajas. Por lo tanto se observan variaciones entre tratamientos y la concentracion

de este radical para higado respecto al control positivo y negativo (gréfica 4).

7.6.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE NITRITOS EN PLASMA SANGUINEO
DE RATONES HEMBRA CD1

En los resultados mostrados en la grafica 5 se puede observar que el plasma sanguineo de
ratones hembra CD1 tratados con oxido de niquel y en el grupo 4 perteneciente a la dosis
alta de 120 mg/ml, un aumento de la concentracion de nitritos considerable al observado
en el grupo 3 de dosis baja (40 mg/ml) y grupo 4 de dosis de 80 mg/ml, donde se aprecia

una disminucion de la concentracion de nitritos comparable al grupo 1 control.
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CONCENTRACION DE NITRITOS EN PLASMA SANGUINEO DE RATONES HEMBRA CD1

TRATAMIENTOS

j 1. CONTROL
TRATAMIENTO CON NiO
. DOSIS BAJA DE
LECTINAS 40 mg/kg/ml
e . 4. DOSIS MEDIA
pM/mg proteina 1 LECTINAS 80 mg/kg/mi
. DOSISALTA DE
LECTINAS 120 mg/kg/ml

0.267 A

o

TRATAMIENTOS

GRAFICA 5: CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE NITRITOS EN PLASMA SANGUINEO DE RATONES
HEMBRA CD1. Tratamientos. 1: control negativo, 2: control positivo (induccién con NiO), 3: experimental
(induccion de NiO + tratamiento con lectinas de hoja de mezquite dosis baja (40 mg/kg/ml), 4:
experimental (induccion de NiO + tratamiento con lectinas de hoja de mezquite dosis media (80
mg/kg/ml) y 5: experimental (induccién de NiO + tratamiento de lectinas de hoja de mezquite dosis alta
(120 mg/kg/ml). Concentracién de nitritos (UM/mg de proteina) y valores de analisis estadisticos de
varianza.

A partir de la evaluacién de la concentracién de nitritos en plasma sanguineo de ratones
hembra CD1 encontramos un aumento significativo (p<0.05) de la concentracion de
nitritos en plasma sanguineo en el grupo 2 inducido con NiO (1.236 uM/mg proteina)
respecto al control como se observa en la gréafica 5, mientras que en los tratados con el
extracto de lectinas de hoja de P. laevigata en sus diferentes dosis evaluadas, la dosis de
40 mg/ml (0.267 uM/mg proteina) y la dosis de 80 mg/ml (0.271 uM/mg proteina),
disminuye significativamente la concentracion de éste radical en el plasma sanguineo con
respecto al control negativo. En contraparte con la dosis de 120 mg/ml (0.897 uM/mg
proteina) que muestra un aumento significativo de éste en comparacion a los

tratamientos de lectinas de hoja de mezquite a dosis menores.
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7.7. CUANTIFICACION PERMANGANOMETRICA DE LA ACTIVIDAD DE CATALASAEN
HIGADO DE RATONES HEMBRA CD1

Para la cuantificacion de catalasa se utilizaron las muestras de higado de ratones hembra
CD1, las cuales se evaluaron mediante el método de permanganémetrico mediante la
descomposicion de perdxido de hidrogeno a diferentes tiempos de ensayo establecidos 0 -
12 min. En los cinco grupos que conforman el disefio experimental y los resultados se
expresaron en U de actividad de catalasa/ mg de proteina, se obtuvieron los siguientes

resultados (grafica 6).

CUANTIFICACION PERMANGANOMETRICADE CATALASA EN
HIGADO DE RATONES HEMBRA CD1

TRATAMIENTOS
CONTROL
11 53 2. TRATAMIENTO CON N:O
= 3. DOSIS BAJA DE LECTINAS
)

8.

52
UCAT/mg proteina 1 i

< 5

TRATAMIENTOS

GRAFICA 6. CUANTIFICACION PERMANGANOMETRICA DE CATALASA (U CAT./mg de proteina) EN HIGADO
DE RATONES HEMBRA CD1. 1: control negativo, 2: control positivo (induccién con NiO), 3: experimental
(induccion de NiO + tratamiento con lectinas de hoja de mezquite dosis baja (40 mg/ml), 4: experimental
(induccion de NiO + tratamiento con lectinas de hoja de mezquite dosis media (80 mg/ml) y 5:
experimental (induccion de NiO + tratamiento de lectinas de hoja de mezquite dosis alta (120 mg/ml).
Concentracion de la actividad de catalasa (U catalasa/mg de proteina) y los valores de anélisis estadisticos
de varianza.

——
—

53



http://www.novapdf.com/

Los resultados muestran una disminucion significativa de la actividad de catalasa en
higado en el grupo 2 tratado con NiO (7.59 U CAT/ mg de proteina) con respecto al control
negativo. Por otro lado, los grupos experimentales tratados con el extracto enriquecido
con lectinas de P. laevigata a sus diferentes dosis muestran que para la dosis de 40 mg/ml
(7.03 U CAT/mg de proteina) una disminucion de la actividad de ésta y para las dosis de
80 mg/ml (8.52 U CAT /mg de proteina) y 120 mg/ml (11.53 U CAT /mg de proteina)
respectivamente su aumento es poco significativo con la actividad de ésta enzima

antioxidante en comparacion control negativo.

VIII.- DISCUSION.

Las plantas contienen numerosos componentes fisiolégicamente activos o fitoquimicos
benéficos en la prevencion de una gran variedad de enfermedades y actualmente en base
a estudios epidemiolégicos indican que su consumo esta fuertemente asociado con una
reduccion de riesgo en padecer ciertos padecimientos causados por el estrés oxidativo
como son los diferentes tipos de cancer (Block, G. Patterson, B. y Subar, A., 1992). Las
lectinas han sido identificadas principalmente por sus propiedades aplicadas
terapéuticamente contra este padecimiento, ya que estudios han reportado diversos
efectos, ya sea como antitumorales tanto in vitro como in vivo, antiproliferativos y
citotoxicos, estos distribuidos en una diversidad de plantas y lineas celulares de cancer
humano; para Prosopis laevigata principalmente en células tumorales de cancer cervical

humano (HelLa) (Gonzélez de Mejia et.al. 2002).

De los métodos reportados para la obtencién de lectinas la extraccion salina propuesta
por Villarrubia, y col. (1995) y Mendoza, y col. (2007), que se caracteriza por aumentar la
fuerza idnica del medio y eliminar la capa de solvatacion que presentan las proteinas ,
estableciendo una interaccién proteina- proteina, ademas de obtener moléculas

asociadas a lectina- carbohidratos (Hernandez, y col. 2005). De los procesos de
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semipurificacién (dialisis y cromatografia), el primero retiene proteinas con un peso
molecular mayor a 3kDa, eliminando las de menor peso y la cromatografia de afinidad
permite la liberacion del receptor y su actividad hemaglutinante propiciando una

competencia entre el agente inhibidor y el ligando.

Los resultados obtenidos para la extraccion salina y el proceso de purificacion indican que
la concentracion proteica total de las fracciones de hoja de P. laevigata en la extraccion
salina es de 9817.6 mg/ml, siendo esta mayor en comparacion con las diferentes fases del
proceso purificacion que disminuyen de forma significativa en cada proceso de lo cual se
obtuvo el rendimiento de lectinas respecto a la concentracién proteica de hoja del 6.17 %
que se aproxima al rango establecido del 2-10% del total proteico (Hernéndez, y col.,
1999).

Lo anterior nos estaria indicando que la extraccion salina aplicada para hoja de mezquite
probablemente traslada moléculas asociadas a carbohidratos relacionados directamente
con lectinas vegetales. Y los procesos de purificacion, como la didlisis estarian
eliminando moléculas menores a 3kDa, dejando el contenido de distintas proteinas
retenidas en lamembranay la cromatografia de afinidad estaria permitiendo la
separacion de mezclas proteicas por su afinidad o capacidad de unién a un determinado
ligando, proporcionando proteinas con afinidad a distintos carbohidratos y la aplicacion
de glucosa en el método se sugiere para determinar la afinidad de la lectina a este
carbohidrato, no descartando la posibilidad de afinidad de la lectina extraida de P.

laevigata con otros carbohidratos.

Ademés de que el método establecido por Ganem y Gonzalez, (2007), para la extraccion y
purificacion de lectinas se basan en la solubilidad de las lectinas en soluciones acuosas o
salinas y su capacidad de formar enlaces reversibles con la glucosa permitiendo que
mediante la aplicacién de este método el aislamiento de la lectina propicie a una elevada

pureza. Lo que no prueba directamente que el extracto de hoja de P. laevigata presente

e
—

55



http://www.novapdf.com/

una elevada pureza después de la semipurificacion. Sin embargo, se comprueba que la
disminucion de la concentracién proteinica sefiala el enriquecimiento del extracto,
posiblemente por el reconocimiento a varios sitios de unién a carbohidratos, no solo de
glucosay de diversas proteinas con actividad de lectina, para lo cual se tendria que

comprobar su afinidad con otros carbohidratos.

Las lectinas poseen diversas propiedades entre las que encontramos la capacidad de
reconocer de manera especifica carbohidratos de la superficie celular o en suspension
proporcionando su capacidad de aglutinacién. La aglutinacién se define como la
agregacion sistematica de células mediadas por macromoléculas especificas que
reconocen estructuras moleculares determinadas (antigenos), la cual va a depender del
numero de determinantes antigénicos y de su localizacion sobre las células. Esta
propiedad se presenta en diversos tipos de células como linfocitos, espermatozoides,
plaguetas, bacterias, células tumorales y eritrocitos (Castillo y Abdullaev, 2005 y Santoyo,
y col. 2003).

Las membranas de los eritrocitos estan formadas por capas de moléculas lipidicas,
proteicas y carbohidratos, formando oligosacéaridos y polisacaridos ligados a proteinas y

lipidos, formando los grupos sanguineos (Santoyo, y col. 2003).

La aglutinacién de eritrocitos humanos es una de las principales propiedades de las
lectinas, ya que algunas de estas pueden ser especificas en sus reacciones con todos los
grupos sanguineos de los alelos A, By O y sus reacciones son utilizadas en la
determinacion del tipo sanguineo (Hernéndez y col. 1999).La determinacién del tipo
sanguineo esta relacionado con la especificidad de las lectinas, la cual esta mediada por la
presencia de carbohidratos terminales en la superficie celular y la variacion de
carbohidratos presentes que estan genéticamente codificados por tres alelos comunes (A,
By O) de una enzima glucotransferasa, donde el antigeno O sintetiza un glucano central

comun sin actividad enzimatica, el alelo A transfiere una porcion de N-
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acetilgalactosamina terminal y el alelo B una porcion de galactosa terminal (Santoyo, y col.
2003).

Las pruebas de hemaglutinacion de lectinas de hoja de P. laevigata en plasma sanguineo
de los tipos ABO" nos indican que los extractos obtenidos presentan fracciones
enriquecidas de proteinas tipo lectina, en mayor o menor grado en las diferentes
concentraciones y proceso de semipurificacion, dando un efecto aglutinante en los
diferentes tipos sanguineos.

De las cuales las fracciones proteicas tomadas del extracto de hoja de mezquite, la
mayoria present6 altos grados de aglutinacion en el tipo A’ principalmente en las
concentraciones de 120- 20 mg/ml, lo que supone que las lectinas extraidas de hoja de
esta planta presentan una afinidad preferente a N-acetilgalactosamina, afinidad reportada
para distintas lectinas como Haba de lima, trigo, Ulex europeaus, Amaranthus caudatus,
Chelidonium majus y Prosopis chilensis (Gonzélez de Mejia y Prisecaru, 2011, Micucci y
Camps, 1987 y Ranea, y col. 2007 ), sefialando de esta manera que este carbohidrato es
responsable de la especificidad para este grupo sanguineo preferentemente. Lo cual
demostraria que la concentracién del extracto tal vez es un determinante en la
identificacion de la actividad de distintos tipos de lectinas y la variacion en el
reconocimiento a distintos carbohidratos, de lo cual no ha sido determinado para las

lectinas de Prosopis laevigata.

Las lectinas vegetales presentan pesos moleculares de 12-65 kDa, para lectinas de
leguminosas de 25-30 kDa y para vaina de Prosopis laevigata entre 21.5 y 31.0 kDa
(Hernandez, y col. 2005 y Alegria-Rios, F. Garcia-Gasca, T. y Andrade- Montemayor, H.,
2005).

En el caso de mezquite no se ha encontrado ningun reporte especifico para hojas, sin
embargo en este estudio se obtuvieron cinco proteinas con pesos moleculares de 15kDa,
17 kDa, 25.5 kDa, 31.1 kDa y 37 kDa aproximadamente que sobresalen de la Gltima fase

del proceso de purificacion, indicando que se encuentran en el rango de peso establecido
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para lectinas vegetales y por lo tanto el enriquecimiento del extracto con proteinas tipo
lectina, por lo cual se requeriria establecer el tipo especifico de lectina correspondiente a
cada peso molecular, obtenido en cada una de las bandas proteicas para determinar cada

una de estas.

Debido a sus propiedades especificas, las lectinas se han utilizado como herramientas en
la bioquimica, biologia celular, inmunologia, genética y biomedicina con propésitos
analiticos y preparativos, asi como para el diagnéstico y terapia en el cancer (Castillo y
Abdullaev, 2005).

El cancer es considerada como una Enfermedad Crénica No Transmisible (ECNT) en la que
se implican una amplia gama de factores de los cuales, la exposicion a diversos
compuestos, principalmente metales que son conocidos como compuestos carcinogenicos
pueden desencadenar un proceso carcinogénico (Limén —Pacheco y Gonssebat, 2009
Mendoza y Retana, 2009 y Valko et.al .2005). El niquel y sus respectivos derivados

(principalmente NisS; y NiO) son considerados carcinogénicos para humanos y animales.

De lo estudiado para el 6xido de niquel en sistemas in vivo de acuerdo a lo reportado por
Ortiz, A. Castillo, R. y Beausolell, I., (1995), del total de los ratones de las lineas
consanguineas IOR y Balb inoculados por Unica vez con este compuesto presentaron
efectos carcinogénicos 52.5 % presentaron tumoraciones de los cuales el 100%
mostraron ser neoplasias, ademas de procesos neumonicos y distréficos en higado y

bazo y la aparicion de trazas de niquel en en estado quiesciente.

De lo anterior encontramos que del total de ratones tratados con NiO en comparacion a
lo reportado, 8.3% presentaron tumoraciones indicando la disminucién del efecto del NiO
en comparacién a lo reportado, lo que podria sefialar la existencia de variables no

controladas durante las pruebas que pudieron afectar el modelo experimental, atribuidas

por el compuesto como son, su cinética y homeostasis, lo cual nos indicaria que

e
—

58



http://www.novapdf.com/

probablemente el tiempo de inoculacion del compuesto no es el suficiente, ya que el
raton estaria eliminando rapidamente el NiO de su sistema, por la principal via de
eliminacién sugerida por Valko et al. (2005) evitando que la absorcion de este sea
insuficiente para que se concentre en el sistema y pueda provocar dafios significantes

gue desencadenen a un proceso carcinogénico.

En cuando al aumenté en el tamafio de higado y bazo, provocado por el compuesto
utilizadoy las lesiones dérmicas en orejas, patas y abdomen que demuestra el efecto
reportado por Ortiz, A. Castillo, R. y Beausoleil, 1., (1995), lo que sugiere que el efecto del
NiO en bazo e higado esta causando distrofia y aumento de tamafio, que puede ser
debido al reconocimiento del NiO como un antigeno extrafio en el sistema, el cual se
esta tratando de eliminar mediante la accion detoxificantes del higado en la sangre y en
conjunto con el bazo, se estéa realizando una respuesta inmune a través de la sangre y
de la produccion de anticuerpos Y otras células defensivas para el organismo con el fin de
neutralizar la toxicidad en el sistema, ademas de posibles aumentos en los marcadores de
inflamacion que puedan estar causando la distrofiay el aumento de tamafio en estos

organos (Dick,C. et.al. 2003).

Ademés de las consecuencias atribuidas al NiO en sistemas in vivo. Las lectinas también
han sido consideradas por tener efectos tdxicos y antinutricios in vitro reduciendo el
crecimiento celular e in vivo principalmente por unirse al tracto gastrointestinal al
interferir en la absorcion de nutrientes y en su resistencia a la digestion mediante las
diferentes vias de administracion tanto oral como intraperitoneal que han comprobado
los efectos producidos al emplear diferentes concentraciones, perjudiciales
principalmente cuando se suministran de forma inyectada; diversos estudios han
reportado que tanto la administracién oral como intraperitoneal de lectinas de frijol
comun Phaseolus vulgaris (PHA) por via oral a dosis elevadas (0.5 g-1 g / kg de peso

corporal) producen cambios atréficos en bazo ( por via intraperitoneal incremento de
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peso) y en higado una moderada reduccién del peso (Pusztai y Bardocz, 1996 y Reynoso,
R. Gonzalez de Mejia, E. y Loarca-Pifia, G. 2003).

Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos de las lectinas extraidas de las hojas

de Prosopis laevigata que mostraron principalmente una disminucion de peso en higado
a concentraciones de 80 y 120 mg/kg/ ml, con cambios de coloracion y residuos amarillo-
verdosos adheridos en su membrana y en el bazo un incremento de peso a

concentraciones de 40 y 80 mg/kg/ml

Los efectos observados que presentaron las lectinas del mezquite en bazo e higado, nos
podria indicar que las dosis utilizadas son elevadas para ratones hembra CD1, por el dafio
macroscépico del bazo con un incremento en el peso que pude deberse a un estimulo de
linfocitos requeridos por el sistema de defensa para contrarrestar la administracion oral

continua de esta lectinay en cuando al higado la disminucion del peso posiblemente se

debe a que la lectina de P. laevigata este provocando pérdida de lipidos y glucégeno y por
lo tanto no se detoxifican de manera eficaz, comprobando los posibles efectos téxicos que

tienen estas lectinas en las dosis utilizadas.

Todo esto sugiere que los resultados obtenidos hasta el momento demuestran el efecto

del NiO y su relacion con el nivel de radicales libres y el proceso carcinogénico.

El estrés oxidativo estd implicado en la etiologia del cancer, resultado de un desequilibrio
en la produccion de EROS y las propias defensas antioxidantes celulares, esto se observa
en la desregulacion de la homeostasis REDOX, que promueve la formacion de tumores

mediante el inicio de una induccion aberrante de las redes de sefializacién que provocan
la carcinogénesis que se caracteriza por la accién acumulativa de multiples eventos en la
célula en el cual se basa el estudio y el efecto de la exposicién a carcinbgenos quimicos

que dafian al ADN como el NiO y su relacién con el estrés oxidativo que sobreproduce las

EROSYy las ERN a través de errores enddgenos y exdgenos, que en este caso su
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sobreexpresion puede desencadenar un procesos de carcinogénesis y desregular la
produccion prolongada de oxidantes que pueden provocar mutaciones modificando la

expresion génica para dicho proceso (Valko et.al. 2005).

El 6xido nitrico es un radical que forma parte de las ERN, este contiene metabolitos
estables conocidos como nitratos y nitritos, este Gltimo, se tiene documentado, que
incluso bajas concentraciones son vasodilatadores in vivo cuando se implica en
combinacion con bajas concentraciones de oxigeno. Como tal, el nitrito posee varias
funciones principalmente la de actuar como citoprotector contra el dafio isquémico en

una amplia gama de tejidos (Fassen, et al. 2009).

Con respecto a la evaluacién de la concentracion de nitritos en plasma e higado, los
resultados indican que el tratamiento con el extracto enriquecido de lectinas de hoja de
P. laevigata para la concentracion de nitritos en higado presentan una diferencia
significativa entre el grupo control y a los tratados con NiO, al igual que las dosis de 40
mg/kg/ml del tratamiento de lectinas de mezquite y de 80 mg/kg/ml. Sin embargo se
muestra aumento significativo de la concentracion en la dosis alta de lectinas (120

mg/kg/ml) en comparacion a las dosis menores.

Cabe sefalar que de acuerdo a los resultados anteriores, se ha reportado que la
concentracion de nitritos para este 6rgano aplicado para modelos in vivo es de 0.8-0.06
UM (Fassen et.al. 2009 y Bryan et.al., 2004) y su metabolizaciones por via enzimatica es
lenta, ya que se lleva a cabo por hidrolisis a través de la enzima glutatione — nitrato
orgénico reductasay la conversion de nitratos en metabolitos desnitrogenados y nitritos
inorganicos, los cuales van a originar metabolitos hidrosolubles que son excretados en la

orina (Albert, 1985y Nogué, y col. 2008).

Lo que podria indicar que posiblemente las lectinas de P. laevigata en las dosis de 40

mg/kg/mly 80 mg/kg/ml promuevan la estimulacién de los diferentes sistemas
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antioxidantes mostrando una proteccion contra el dafio oxidativo generado por el
tratamiento con NiO, sin embargo estariamos observando que concentraciones de 120
mg/kg/ml aumentan la concentracion de nitritos, ya que de acuerdo a estudios reportados
las lectinas de Phaseolus vulgaris y Canavalia ensiformis de la familia de las leguminosas
se le han reportado efectos mitogénicos en células T que afectan al tamafio del higado
que podria indicar principalmente la perdida de lipidos y glucogeno que harian

susceptibles al sistema al promover un mayor dafio (Lopez, C. 2008).

Para la concentracion de nitritos en el plasma sanguineo encontramos un aumento
significativo en la concentraciéon en el grupo tratado con NiO (1.236uM/mg de proteina),
mientras que los grupos tratados con lectinas del extracto proveniente de las hojas de P.
Laevigata en sus diferentes dosis de 40 mg/kg/mly 80 mg/kg/ml presentan una
diferencia significativa entre el tratamiento de NiO y al mismo tiempo este con el control,
para la dosis de 120 mg/kg/ml observamos un aumento significativo en comparacién a las
dosis menores y al grupo control, en comparacion a lo reportado para concentracion de
nitritos en plasma sanguineo para sistemas in vivo en ratas Sprew- Dawley y Winstar es de
0.290 uM- 0.05 UM ( Fassen et.al., 2009 y Bryan et.al., 2004) y a diferencia del modelo
experimental utilizado en el estudio, observamos que existe poco aumento en la
concentracion de nitritos en el plasma sanguineo, pero tomando en cuenta el modelo
utilizado, los resultados arrojan diferencias significativas en los tratamientos que a
diferencia del estudio referido se presenta poca diferencia con el control. Por lo tanto se
podria establecer que debido a que la metabolizacion de dos tercios de nitritos en la dieta
entran al estdbmago derivado de la reduccion de nitrato salival, el nitrato ingerido es
convertido a nitrito y procesado del intestino al torrente sanguineo, lo que sugiere que
este anidn esta siendo metabolizado durante el transito sanguineo de arteria-vena,
asociandose con el aumento de nitritos en plasmay en donde estos en la sangre estan
correlacionados con la formacion de oxido nitrico en la hemoglobina tanto in vivo como in

vitro y las diferencias que presentan el grupo control con los pardmetros establecidos.

e
—

62



http://www.novapdf.com/

El aumento de concentracidn de nitritos en este sistemay la intervencion de tratamiento
de NiO, puede sugerir que de acuerdo a Valko et.al. (2005) y Fermin, y col. (2005) el NO,’
este convirtiéndose rapidamente a NO3™ en la sangre mediante la oxidacion de la
hemoglobina por el nitrito, bajo condiciones aerdbicas mediante la transferencia de un
electron del nitrito hacia la oxihemoglobina unida, se indicaria que este aumento pudiera
estar influenciado por la proteina principal de transporte del niquel en la sangre , la
albumina, ya que es la proteina que se encuentra en mayor proporcién en el plasma

sanguineo.

Para los grupos tratados con el extracto enriquecido con lectinas de hoja del mezquite a
dosis de 40 mg/kg/mly 80 mg/kg/ml, disminuyen significativamente en la produccion de
nitritos en plasma en comparacion con el tratamiento con NiO, lo que nos estaria
indicando efectos modulatorios presentes en las lectinas extraidas de hoja de P. laevigata
de acuerdo a los estudios establecidos por Lee, S. y Blair, I. (2001) y Kyung, L. et.al. (2010)
para estas glicoproteinas, esta modulacion estaria interfiriendo con la produccion de
nitritos, y posiblemente en el dafo oxidativo de otros radicales y tal vez en el desarrollo
del proceso carcinogénico. Pero no, para la dosis de 120 mg/kg/ml en el cual nos muestra
gue esta concentracion afecta negativamente al sistema provocando un aumento
significativo de nitritos en comparacion a las dosis menores utilizadas, lo que nos estaria
seflalando que a partir de este rango de dosis, se esta provocando un efecto
contradictorio al modulatorio para nitritos y otros radicales en este sistema propiciando

el aumento de su produccién y concentracion.

Bajo condiciones fisioldgicas normales las células captadoras balancean la produccion de
EROS con las defensas antioxidantes enddgenas como las enzimaticas en las que se
incluyen a la catalasa. Por otro lado las defensas antioxidantes son de gran utilidad para
equilibrar los prooxidantes y los antioxidantes, ya que una disminucién en la actividad de
las enzimas de defensa antioxidante causa el incremento de EROS pues reportes sefialan

gue cuando estas especies se acumulan contribuyen a la reduccion de la actividad
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enzimatica antioxidante por un lado la catalasa que ejerce su accion sobre el peréxido de

hidrégeno de forma muy eficaz (Diaz, 2003).

Al evaluar la actividad de la enzima catalasa en higado los resultados indican que para el
grupo control (25.59 UCAT/mg de proteina) con respecto al tratamiento con NiO (7.59
UCAT/mg de proteina) muestran una disminucién en su actividad, lo cual indicaria que el
niquel aumenta las EROS celulares por la implicacién de éstas en la inhibicion de la
reparacion del ADN, de la sintesis de glutation y de la actividad de catalasa, por lo tanto se
estaria potencializando el efecto y citotoxicidad de este compuesto, ya que la inhibicion
de la actividad de catalasa y glutation peroxidasa puede aumentar el efecto que tiene este
carcindgeno en la reincorporacién del dafio acumulado en las cadenas de ADN, por lo que
se ha propuesto que el niquel puede unirse a las enzimas de reparacion y generar
radicales libres, que pueden causar la degradacion de proteinas in situ, este dafio
irreversible a las proteinas esta implicado en la reparacion del ADN , su replicacion,
recombinacion y transcripcion que puede ser importante para los efectos toxicos del

niquel (Lynn et.al., 1997).

Por lo que se sugiere que la disminucion de la actividad de catalasa en higado
(descomposicion de perdxido de hidrégeno) para el tratamiento con NiO estaria
indicando que existe poca actividad detoxificante de esta enzima con posibles efectos
negativos tanto a nivel proteinico como en el ADN, lo que podria estar generando la
desregulacion de la homeostasis REDOX que podria estar propiciando la formacion y el
aumento de EROS principalmente de peroxido de hidrogeno, radicales hidroxilo y oxigeno
singlete, que particularmente se relacionan con este antioxidante, que tendria que

reducir la elevacién de estos prooxidantes para proporcionar la proteccion contra el estrés

oxidativo que induce el niquel tanto en el sistema in vivo estudiado en este caso el higado.

Para los resultados indicados para los grupos tratados con las diferentes dosis de los

extractos enriguecidos con lectinas de la hoja de P. laevigata encontramos que para las
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dosis de 40, 80 y 120 mg/kg/ml no existe una diferencia significativa entre los
tratamientos en comparacion con el tratamiento de NiO, en el cual podemos observar que
para la dosis de 40 mg/kg/ml y 80 mg/kg/ml, la actividad de catalasa disminuye de
manera poco significativa y en contraparte para la dosis 120 mg/kg/ml, aumenta la

actividad de esta enzima.

Sin embargo, de acuerdo a los resultados encontrados se ha reportado que la
concentracion de la actividad de catalasa es diferente en los distintos 6rganos, en plasma
su concentracion es baja, activa en eritrocitos, ausente en cerebro (Evans, 1993, Nieto,
1993 y Ramén, 1993) y para higado en humanos es de 5.0 U CAT/mg de tejido y en
ratones de la cepa C3/Hel con rangos que van de 27.26- 33.73 UCAT/mg de tejido
(Helmut, 2014, Kaplan y Groves, 1972). En comparacién a lo anterior con el grupo control
de ratones hembra de la cepa CD1, encontramos que existe poca diferencia con respecto

al rango reportado anteriormente.

Sin embargo la disminucion de la actividad de catalasa en la dosis de 40 mg/kg/ml, nos
podria estar sugiriendo que la dosis de lectinas no propicia la descomposicion de perdxido
de hidrégeno y otros prooxidantes que se pudieran estar originando, por lo cual se estaria
disminuyendo la capacidad protectora de las lectinas contra la generacion de radicales
libres y el aumento poco considerable de la actividad de catalasa en las dosis de 80y 120
mg/kg/ml, su aumento es poco significativo en comparacion al control, lo que indica que
existe un aumento de la actividad de la catalasa al aumentar la dosis del extracto de
lectinas que sefialaria el comportamiento dosis- dependiente de la actividad de catalasa y
lectinas, ya que aunque no hay estudios que reporten la concentracion de la actividad de
catalasa para lectinas de mezquite, los resultados obtenidos sefialan que en la
catalizacion se esta presentando la dismutacion del perdxido de hidrogeno, pero esta no
es la esperada para higado, ya que como 6rgano detoxificador y de metabolizacion por
excelencia se tendria que producir mayor oxidacion-antioxidacion que en otros tejidos, y

por consiguiente mayor exposicién al dafio oxidativo. Estudios in vivo indican que el H,O,
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es representativo en la deteccion de catalasa en higado por ser un tejido rico en
peroxisomas, y en cuando a mitocondrias al ser purificadas presentan una proporcion alta
de flujo de electrones que da lugar al H,O, que conserva un orden de magnitud menor al
2% para el higado (Chance, et.al. 1979 y Helmut, 2014).

Los efectos protectores contra el estrés oxidativo y detoxificantes en sistemas bioldgicos
principalmente el higado podrian estar relacionando los efectos protectores de lectinas de
P. laevigata que estan basados en los estudios referidos por Castillo y Abdullaev, (2005) y
Kyung, L. et.al. (2010) para las lectinas, lo cual comprobaria el efecto antioxidante de estas
glicoproteinas y en especifico para esta planta, la actividad antioxidante que puediera
estar relacionada con la concentracion de lectinas y otros fitoquimicos como agentes
prometedores con actividades protectoras contra el estrés oxidativo inducido por

radicales libres.

Por lo que finalmente se comprueba que balance de Especies Reactivas de Oxigeno y los
procesos de detoxificacion para los primeros estan modificados y para los segundos
pueden estar modificados en las células cancerosas, sin embargo se requieren de otros
factores para el inicio de este proceso en la célula, por lo cual se sugiere comprobar
mediante la aplicacion de otros métodos para validar la presencia y tipo de células
cancerigenas. Ademas de que las lectinas extraidas de la hoja de P. laevigata, no
comprueban si se esta ejerciendo los efectos citotoxicos sobre estas células, pero se
demuestra que la regulacién de la concentracion de nitritos es parcial y diferenciada, ya
gue depende del tejido u 6rgano a analizar en el sistema in vivo estudiado, por otro lado
las lectinas extraidas de la hoja de mezquite disminuyeron los niveles de estos en los
ratones comprometidos al proceso carcinogénico con NiO, pero en dosis especificas, lo
cual requiere de la amplificacion del estudio con la investigacion de otros radicales libres
y antioxidantes y el aumento de rangos de dosis que estén interviniendo en el proceso
para determinar su efectividad y la participacion de otros antioxidantes no solo de

catalasa; y el efecto producido por la aplicacion de lectinas a diferentes dosis, lo que nos
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llevaria a comprobar el efecto del NiO y la relacién especifica en la activacion del dafio
oxidativo tanto in vivo como in vitro y el mecanismo de accion especifico por el cual las
lectinas de esta planta podrian regularse contra el estrés oxidativo, lo que permitiria su
aplicacion como agente efectivo preventivo y natural contra este padecimiento para

regular el daio oxidativo que provoca.

|X. CONCLUSIONES

1. Se comprueba la existencia de proteinas tipo lectina en Prosopis laevigata
(mezquite) mediante las pruebas de hemoaglutinacién en los sistemas sanguineos
ABO".

2. Las lectinas extraidas de mezquite presentan mayor grado de aglutinacién en el
tipo sanguineo A"y menor aglutinacion en el tipo O", por lo tanto presenta una
mayor afinidad a la N- acetilgalactosamina.

3. Lahoja de mezquite (P. laevigata) presenta proteinas tipo lectinas de un peso
molecular aproximado de 15-17 kDay de 25.0 kDa- 31.1 kDa.

4. Se comprueba el dafio dérmico y el efecto tumorogenico, ademéas de aumento en
la concentracién de nitritos en plasma sanguineo e higado de ratén hembra CD1 al
ser tratados con NiO.

5. Los efectos de extractos enriquecidos con lectinas de mezquite a concentraciones
de 80 mg/kg/mly 120 mg/kg/ml producen dafio organico en bazo e higado sin
embargo existe una disminucion del efecto oxidante, ya que a dosis bajas
disminuyen satisfactoriamente la concentracion de nitritos en plasma sanguineo e
higado de ratén hembra CD1 tratados con NiO.

6. Y por lo tanto se demuestra que el proceso de detoxificacion para catalasa al ser
tratados con extractos enriquecidos con lectinas de hoja de P. laevigata en dosis
de 120 mg/kg/ml en sistemas comprometidos a un proceso carcinogénico se

encuentran modificados. Ademas de existir una estimulacion del sistema
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antioxidante y de detoxificacion de catalasa en higado de ratones hembra CD1 al
ser tratados con los extractos enriquecidos de lectinas de mezquite, por lo tanto

se comprueba una catalizacion de la dismutacion de perdxido de hidrogeno.
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