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Resumen
Se le da el nombre de cancer a un conjunto de enfermedades correlacionadas que

provocan la divisidon celular descontrolada de un tejido con la capacidad de
diseminarse a tejidos circundantes. Entre los factores de riesgo mas frecuentes son
la predisposicién genética, ademas de factores ambientales y habitos como la
contaminacion, luz solar, tabaco, alcohol, entre otros. Una de las caracteristicas
principales del cancer es el aumento en la concentracién de radicales libres y

especies reactivas, generando niveles altos de estrés oxidativo.

El cancer puede darse en casi cualquier tipo de tejido y cuenta con caracteristicas
diferentes dependiendo de la parte del cuerpo en el que ocurra. Uno de los tipos de
cancer mas peligrosos es el de mama ya que tiene el primer lugar en incidencia y

mortalidad en mujeres a nivel mundial.

La mayoria de los farmacos citotdéxicos que se usan en los tratamientos actuales
contra el cancer no distinguen las células y tejidos sanos respecto a otros afectados
por tumores, lo que provocan en los primeros una serie de efectos secundarios que
pueden ser leves, severos o potencialmente mortales. Las lectinas vegetales han
mostrado tener alta selectividad citotdxica a las células cancerigenas debido a que
ejercen un efecto modulador en la sintesis de proteinas e inductor de la apoptosis

celular en células tumorales.

En este trabajo se realiz6 una caracterizacion bioldgica, mediante un modelo de
hemaglutinacion ABO+, de las lectinas procedentes de dos extractos de Ruta
graveolens obtenidos con dos variantes de la técnica Salting Out. Se evalud la
actividad antioxidante de fracciones proteicas de tipo lectina afines a diversos
carbohidratos en un modelo murino de cancer de mama para comprobar la relacién
que existe entre las lectinas y la actividad antitumoral. Se obtuvo que las fracciones
con mejor actividad hemaglutinante y antioxidante fueron las obtenidas con
glucosa, sin ninguna diferencia dependiente del extracto de procedencia



Introduccion
En 1888 Stillmark fue el primero en describir el proceso de la hemoaglutinacién por

lectinas, especificamente con extractos de semillas de ricino (Ricinus communis),
quien demostrd que la toxicidad de las semillas se debia a la presencia de un factor
proteico aglutinante de eritrocitos (Shiniti, 2007). La proteina responsable de la
aglutinacion de los eritrocitos fue denominada ricina (RCA) (Stillmark, 1888).
Posteriormente, Hellin observo la presencia de una proteina toxica, la abrina (APA),

en los extractos del Regaliz americano (Abrus precatorius) (Sharon y Lis, 2004).

En 1898, Elfstand propuso el nombre genérico de "hemoaglutininas" para el grupo
de proteinas citotoxicas y hemoaglutinantes. Sin embargo, la idea de que la
toxicidad era una caracteristica intrinseca de las hemaglutininas tuvo que ser
abandonada, cuando en 1907, K. Landsteiner y H. Raubitschek encontraron
hemaglutininas inocuas en semillas de alubias (Phaseolus vulgaris), guisante

(Pisum sativum) y lenteja (Lens culinaris) (Shiniti, 2007).

Summer (1919), aislo de frijol canavalia (Canavalia ensiformis) una proteina que
llamoé Concanavalina A (Con A) y de esta manera obtuvo una hemaglutinina pura
por primera vez. Sin embargo, casi dos décadas pasaron antes de que Sumner y
Howell (1936) reportaran que Con A provocaba aglutinacion en células como
eritrocitos y levaduras y también precipitaban glucégeno a partir de una solucién.
Ademas mostraron que la hemoaglutinacién por Con A fue inhibida por la sacarosa,
lo que demostré por primera vez la especificidad a carbohidratos de las lectinas.
Con mucha prevision, sugirieron que la hemaglutinacion inducida por Con A podria
ser consecuencia de una reaccion de la proteina con los carbohidratos de superficie

en globulos rojos. (Sharon y Lis, 2004).

Entre 1948 y 1949, K. O. Renkonen, y de forma independiente W. C. Boyd y R. M.
Reguera, mostraron que algunas hemaglutininas de leguminosa aglutinaban
preferentemente eritrocitos humanos de determinados grupos sanguineos del
sistema ABO. El descubrimiento de esta selectividad motivé la adopcién del término
“‘lectina” (del latin “legere”, escoger) para designar a las hemaglutininas (Gallego del
Sol et al., 2006).



Desde los afos cincuenta hasta nuestros dias, se han identificado cientos de
lectinas, de origen no inmunitario y ubicadas en toda la escala evolutiva (virus,
microorganismos, plantas, hongos y animales). En su mayoria, estas proteinas
privadas de actividad enzimatica no aglutinan globulos rojos. Presentan, entre otros
caracteres comunes, un dominio de reconocimiento de azucares, al menos (Gallego
del Sol et al., 2006).

Marco tedrico

1. Lectinas

El término lectina se aplica a proteinas o glicoproteinas de origen no inmune que
reconocen de manera especifica carbohidratos de la superficie celular o en
suspension, aglutinan células y precipitan glicoconjugados; las lectinas poseen por
los menos dos sitios de reconocimiento a carbohidrato, por ejemplo los tres sitios
presentes en la MOA (lectina de Marasmius oreades) (Figura.1), de ahi su
capacidad para aglutinar células, aunque en la actualidad el término de lectina se
ha aplicado a proteinas con un solo sitio de reconocimiento a carbohidrato como las
selectinas. Las lectinas no poseen actividad enzimatica y no son producto de una

respuesta inmune (Hernandez et al., 2005)



Figura. 1 - Estructura de la lectina MOA que muestra los potenciales tres sitios de
reconocimiento a carbohidratos (UlO,2010).

Las lectinas estan presentes en el reino vegetal, animal y en microorganismos como
los virus y bacterias (Hernandez et al., 1999). En los vegetales, la mayoria de las
lectinas se encuentran en drganos de reserva, lo cual es una evidencia indirecta de
su papel como proteinas de defensa. Aun después del descubrimiento de las
lectinas, los cientificos han estado intrigados por sus posibles papeles biolégicos.
Un avance se presentd cuando se comprendié que la mayoria de las lectinas
vegetales no sélo cumplen un papel en la misma planta, por ejemplo, como una
fuente de nitrogeno o como un factor de reconocimiento especifico, sino que
también interactuarian con los glicoconjugados de otros organismos (Mendoza,
2007).



1.1 Importancia Biolégica de las Lectinas

Figura. 2 - Aglutinacion de células por la accién de lectinas bivalentes (dos sitios de
unién) (Santos et al., 2012).

Todas las células cuentan con un recubrimiento de azucares, que consiste en
cadenas de hidratos de carbono, glicoproteinas de membrana y glicolipidos, o
polisacaridos. Estos carbohidratos son sitios potenciales de fijacion para lectinas.
La union puede inducir la variedad de cambios en la célula, tales como aglutinacion
celular, estimulacién mitogénica, citotoxicidad y efectos similares a los de la insulina
(Sharon y Lis, 2003)

La unién de una lectina a carbohidratos en la superficie celular, por ejemplo
eritrocitos, causa una union cruzada de las células y su subsiguiente precipitacion,
evento que se denomina aglutinacién celular, mostrada en la Figura. 2. (Berg et al.,
2002).



La aglutinacién es determinada por una serie de parametros interrelacionados,
donde la modificacidon de una variable podria alterar la capacidad aglutinante celular;
estos parametros son pero no se limitan a: la estructura quimica de los sitios
receptores en la superficie celular, el numero de moléculas directamente
involucradas en la aglutinacion y la cantidad, movilidad y distribucion de los sitios
disponibles capaces de interactuar con las lectinas. La estructura de la superficie
celular también afecta la factibilidad de aglutinacion en un sistema celular dado
(Katzin et al., 1979).

Otra propiedad de algunas lectinas es la estimulacién de la actividad mitogénica, en
la que promueven la transformacion de células en fase de reposo hacia la mitosis.
(Tashfeen et al., 2003).

1.2 Aplicaciones
Las lectinas se consideran elementos valiosos en el campo de la Genética, la

Biomedicina y la Inmunologia. Su utilidad esta basada en la propiedad que tienen
de combinarse con varios tipos de glicoconjugados presentes en las superficies
celulares y fluidos corporales. Sus propiedades mitogénicas permiten que se utilicen
en estudios que tienen como base la proliferacion de linfocitos en cultivos, como

son: (Hernandez et al., 1999).

o La evaluacion de la produccién de citocinas (interferon e interleucinas) y la
expresion de sus receptores en sobrenadantes de cultivos de linfocitos
provenientes de pacientes con enfermedades de alto impacto social como el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), la tuberculosis y la

leishmaniosis, entre otras.

e La caracterizacion de algunos aspectos relacionados con la respuesta

inmune y fendmenos asociados con ellas como la inmunosupresion.



e La interaccion entre virus, como por ejemplo entre el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus de la hepatitis B, asi como la

susceptibilidad y resistencia a éstos.

« Anadlisis de funciones linfoproliferativas y citotoxicas en células

mononucleares causadas por algunas drogas.

« Estudios acerca de la influencia nutricional en la proliferacion de linfocitos y

su cinética de proliferacion.
o Lainduccién de genes en linfocitos.

o La deteccidon de anormalidades cromosdmicas.

1.2.1 Plantas Plaguicidas

Las lectinas han surgido como uno de los agentes prometedores contra plagas de
insectos y han sido disefiadas y sintetizadas con éxito en una variedad de cultivos
como el trigo, arroz, tabaco, y patatas. Este enfoque podria ser utilizado como parte

de las estrategias de manejo integrado de plagas (Kwan y Bun, 2011).

En general, parece que la implementacibn a gran escala de estas plantas
transgénicas y tolerantes a los herbicidas no muestra efectos negativos
considerables sobre el medio ambiente. Ademas, al menos algunas plantas
transgénicas pueden mejorar los entornos correspondientes y la salud humana
debido a que su produccion se reduce considerablemente la carga de insecticidas

y herbicidas quimicos (Velkov et al. 2005).

1.2.2 Actividad Antifungica

A pesar del gran numero de lectinas y hemaglutininas que han sido caracterizadas
y purificadas, sélo unas pocas de ellas manifestaron actividad antifungica. La
expresion de lectinas de Gastrodia elata en las células vasculares de sus raices y

tallos fue fuertemente inducida por el hongo Trichoderma viride, lo que indica que la
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lectina es una proteina importante en la defensa en plantas. Después de la insercion
del gen precursor de la isolectina de Urtica dioica en el tabaco, la germinacion de
esporas de Botrytis cinerea, Colletotrichum lindemuthianum, y T. viride se redujo
significativamente. Por lo tanto, las lectinas pueden introducirse en plantas para

protegerlos contra el ataque de hongos (Kwan y Bun, 2011).

1.2.3 Actividad Bactericida

Diversas lectinas con especificidad a diferentes carbohidratos son capaces de
promover la inhibicion del crecimiento o la muerte de algunas bacterias. Existen
diversas aplicaciones propuestas con lectinas para la deteccién y el control de
bacterias que causan dafio a las plantas y los seres humanos. La actividad
antibacteriana sobre bacterias Gram positivas y Gram-negativas se produce a
través de la interaccion de una lectina con los componentes de la pared celular
bacteriana, incluyendo los acidos teicoico y teicuronico, peptidoglicanos y

lipopolisacaridos (Hamid et al., 2013).

1.2.4 Actividad Antiviral

La lectina (D-manosa-especifica) de Gerardia savaglia fue la primera lectina
reportada como herramienta en la prevenciéon para la infeccion de las células H9
con VIH. Las lectinas vegetales muestran actividad antiviral, especialmente lectinas
manosa-especificas. Interfirieren con la unién del virus en la etapa temprana de ciclo
de replicacién y suprimen el crecimiento mediante la interaccién en el final del ciclo

de virus infeccioso (Keyaerts et al., 2007).
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1.3 Efectos adversos

1.3.1 Malestar digestivo

Las lectinas pueden causar sintomas gastrointestinales agudos, incluyendo
nauseas y vomitos. Se unen a la superficie luminal de los enterocitos de absorcion
en el intestino delgado. Esto dana severamente las microvellosidades de los
enterocitos, interrumpiendo la digestion y absorcion. Las lectinas pueden aumentar
el peso intestinal y el numero de células en un 60-80%, ademas de promover la
creacion de gas, liquido y moco, e incluso la proliferacion de bacterias dafinas en

el intestino (Power, 1991).

1.3.2 La mala absorcion de Proteinas
Las lectinas pueden alterar la absorcion de proteinas. Causan lesiones e

inflamacioén, el bloqueo de la produccion de enteroquinas. Esto interfiere con la
degradacion de las proteinas y con la absorcion de nitrégeno en el intestino. Esto
explica el por qué los animales con dietas altas en lectinas tienen una mayor pérdida
de nitrogeno fecal y urinario, lo que resulta en un desajuste en el equilibrio de

nitrogeno (Power, 1991).

1.3.3 La mala absorcion de Carbohidratos
Las lectinas también pueden alterar la absorcion y el metabolismo de carbohidratos

Pueden reducir la absorcion intestinal de glucosa en un 50% (Freed, 1979). Con A
y otras lectinas pueden incluso unirse a los receptores de insulina en las células, lo
que detiene el transporte de glucosa al interior de la célula por la proteina PI3-
Kinasa (Liener et al., 1986). Por ultimo, debido al alto contenido de lectina en los
granos, se especula que pueden causar inflamacién intestinal y la enfermedad
celiaca en humanos. De hecho, se ha encontrado que la toxina Gliadina es una

isolectina de aglutinina proveniente del germen de trigo. (Power, 1991).
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1.4 Otros efectos
Diversas investigaciones muestran un vinculo de union entre el consumo de lectinas

y el surgimiento o promocién, o ambos, de enfermedades (Freed, 1999) como:
[0 artritis, tanto reumatoide y osteoartritis
[ alergias
[ enfermedad celiaca
[ diabetes dependiente de insulina

[J ulceras pepticas

1.5 Aplicaciones oncologicas
En el campo del cancer, el estudio de las lectinas ha jugado un rol importante.

Diferentes estudios in vivo e in vitro con numerosas lectinas derivadas de plantas
han mostrado que poseen actividad antitumoral (efecto inhibitorio en el crecimiento
del tumor) y actividad anticarcinogénica (efecto inhibitorio en la induccién del cancer
por carcinégenos). Los estudios experimentales que utilizaron diferentes lectinas de
plantas en casos de cancer, nos permiten entender que los mecanismos de accion
de estas proteinas son muy variados dependiendo de diferentes factores como
pueden ser el origen celular, clase de tumor y concentracién de lectina (Castillo y
Abdullaev, 2005).

Desde los afnos setenta se reporta la actividad antitumoral de las lectinas de plantas.
La administracion intraperitoneal de RCA y APA en ratones inducidos inhibe el
crecimiento de los tumores derivados del carcinoma ascitico Ehrlich (Lin et al., 1970)
y en reportes recientes se describe el mecanismo de toxicidad tanto de la RCA como
de APA (Doan, 2004; Dickers et al., 2003), En otro estudio, se demostré que la
inyeccion de Con A produce la inhibicion del desarrollo tumoral en hamsters (células

de polioma transformado 3T3) (Shoham et al., 1970). A partir de entonces se han
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reportado muchos estudios con diferentes lectinas de plantas y su efecto en las

células tumorales (Castillo y Abdullaev, 2005):

La administracion intraperitoneal de la lectina GSA (Griffonia simplicifolia) en
ratones con células ascitica inhibe el crecimiento de los tumores. (Chen et
al., 1994; Knibbs et al., 1994).

Otros autores examinaron la actividad antitumoral de diferentes lectinas
derivadas de: Phaseolus vulgaris (PHA), Glycine max (SBA) y Triticum
vulgare (WGA) en células murinas de linfoma ascitico in vivo y encontraron
que las cuatro lectinas inhibieron el crecimiento del tumor y aumentaron la
posibilidad de vida (Ganguly y Das, 1994).

Por otro lado, se han reportado estudios que muestran el efecto citotdxico de
las lectinas en células tumorales in vitro (Faheina et al., 2012; Janssen et al.,
1993; Kelter et al., 2007; Valadez et al., 2011). El estudio con cinco diferentes
lectinas: PHA, GSA, Con A, WGA, PNA (Lectina de Arachis hypogaea), en
el crecimiento celular de tres lineas de cancer colorectal humano (LoVo,
HCT-15 y SW837) se ve afectado de manera diferente dependiendo de la
concentracion y el tipo de lectina, concluyendo que estas lectinas tienen un
potencial para afectar (efecto citotdxico) el crecimiento de las colonias

cancerigenas in vitro (Kiss et al. 1997)

Enla Tabla 1y 2 se muestran algunos de los mecanismos que se cree que se llevan

a cabo en ensayos in vitro e in vivo sobre células cancerigenas.
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Tabla. 1 - Mecanismos de accion de las lectinas de plantas en diferentes células
malignas in vitro

Tabla. 2 - Mecanismos de accion de las lectinas de plantas en diferentes células
malignas in vivo
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2. Cancer
El cancer no es una sola enfermedad sino que es un grupo de mas de 200

enfermedades diferentes. Puede describirse generalmente como un crecimiento y

una propagacion descontrolados de células anormales en el cuerpo (ATSDR, 2007).

La transformacion de células a cancerosas es resultado de mutaciones en genes
concretos que regulan el crecimiento y desarrollo de las células dentro de un tejido
determinado (principalmente en células somaticas (Beker y Diaz, 2013). Algunos de
estos genes se les conocen como genes supresores de tumores. Las mutaciones
también pueden causar que genes en estado normal se conviertan en genes

causantes de tumores conocidos como oncogenes (ACS, 2014).

2.1 Tumores
Inicialmente el término tumor se aplicé a la tumefaccidén o hinchazén en un tejido u

organo causado por una inflamacion, pero en la practica la utilizacion de este
término para designar un proceso no neoplasico ha desaparecido y se lo aplica
como sinénimo de neoplasia (alteracién de la proliferacion y diferenciacién celular

que se lleva a la formacién de una masa o tumor) (Zicre, 2012).

Las neoplasias se clasifican en benignas o malignas segun el comportamiento

clinico-biolégico que presente (Zicre, 2012):

+ Las neoplasias benignas son en general masas bien delimitadas, que
permanecen localizadas sin diseminarse a otros sitios, por lo tanto pueden

curar por extirpacion quirurgica.

* Los tumores malignos, en cambio, tienden a invadir o infiltrar y destruir los
tejidos adyacentes y pueden diseminarse a sitios distantes (metastatizar), lo
que dificulta el tratamiento.
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2.2 Historia Natural del Cancer
El proceso que va desde que se producen las primeras mutaciones de las células

hasta que la enfermedad llega a su etapa final se llama historia natural (AECC,
2014).

La duracion de este proceso en adultos depende del tipo de cancer y oscila entre
meses y décadas. En el caso de los nifios todo este proceso se produce con mucha
mayor rapidez e incluso durar sélo unos meses. Esto es debido a que las células
que constituyen los tumores en la infancia son células mas inmaduras, que se
dividen y multiplican con mayor rapidez que las que constituyen los canceres del
adulto, por lo que el desarrollo y evolucién de los tumores en nifios se producen en

un periodo de tiempo menor (AECC, 2014).

Los estadios clinicos de una enfermedad neoplasica son: la metaplasia (célula
genéticamente alterada), hiperplasia, displasia, el cancer in situ y cancer invasivo.
En cada una de estas etapas la célula experimenta modificaciones en sus genes
(mutaciones) y entorno. Asi partiendo de un epitelio normal, el tejido pasa por

diferentes estadios (Panihuara, 2015):

+ Metaplasia: Asi el proceso comienza con una etapa de iniciacion, en la que
una célula normal sufre una mutacion genética que altera sus caracteristicas,
esta etapa se conoce con el nombre de metaplasia.

» Hiperplasia: Después de esta fase inicial sigue un periodo de hiperplasia, en
donde la célula alterada y su progenie conservan su apariencia normal pero
se reproducen en exceso.

» Displasia: Al cabo de los anos, una de estas células sufre otra mutacién que
altera, todavia mas, el control del crecimiento celular, reproduciéndose aun
mas. El proceso continua evolucionando de tal manera que ademas de una
proliferacion de manera desmesurada, la progenie de esta célula presenta
un aspecto anormal en su morfologia; se dice entonces que el tejido presenta

displasia.
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+ Cancer in situ: De nuevo, y al cabo del tiempo estas células pueden
desarrollar anomalias crecientes en su desarrollo y aspecto, y es entonces
cuando empezamos a hablar de cancer. Si el tumor no ha traspasado aun
ninguna barrera para invadir otro tejido, se habla de un cancer in situ o cancer
localizado.

» Cancer invasivo: El tumor puede permanecer localizado indefinidamente, sin
embargo algunas células pueden sufrir nuevas mutaciones y el tumor
localizado puede ir adquiriendo todavia mas rasgos malignos que le facilitan
la capacidad invasiva del tejido circundante y la entrada de las células en el
torrente sanguineo o en la linfa, calificamos entonces la masa tumoral como
maligna. Asi, las células invasoras pueden iniciar nuevos tumores en otras
partes del cuerpo (metastasis), que pueden ser letales si afectan a un 6rgano

vital y nos encontramos ante un cancer invasivo.

Por otro lado se considera que el cancer induce un aumento en los niveles del estrés

oxidativo.

3. Estrés Oxidativo
El cuerpo humano mantiene un balance de 6xido-reduccion constante, preservando

el equilibrio entre la produccién de pro-oxidantes que se generan como resultado
del metabolismo celular y los sistemas de defensa antioxidantes. La pérdida en este
balance de oxido-reduccion lleva a un estado de estrés oxidativo y este estado se
caracteriza por un aumento en los niveles de radicales libres y especies reactivas,
que no alcanza a ser compensado por los sistemas de defensa antioxidantes
causando dafo y muerte celular. Esto ocurre en patologias degenerativas, de tipo

infeccioso, inmune, inflamatorio, etc. (Dorado et al., 2003).

La alteracion del balance entre pro-oxidantes y antioxidantes, puede tener diversos
grados de magnitud. En el estrés oxidativo leve, las defensas antioxidantes bastan

para restablecer dicho balance, pero en el estrés oxidativo grave se llega a graves
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alteraciones en el metabolismo celular, como rompimiento de ADN, aumento de la
concentracion de calcio intracelular, descompartamentalizacién de iones de Fe?* y
Cu?* cataliticos, dafio a los transportadores membranales de iones y otras proteinas
especificas, y peroxidacion de lipidos. El dano por estrés oxidativo, puede ser
reversible o irreversible dependiendo de factores como el tiempo que dure el estrés,
la efectividad de las defensas antioxidantes, la edad del organismo, el estado
nutricional y factores genéticos que codifican sistemas antioxidantes (Dorado et al.,
2003).

3.1 Radicales libres
Desde el punto de vista quimico los radicales libres son todas aquellas especies

quimicas, cargadas o no, que en su estructura atdmica presentan un electron
desapareado o impar en el orbital externo, dandole una configuracion espacial que
genera gran inestabilidad, sefializado por el punto situado a la derecha del simbolo.
Poseen una estructura birradicalica, son muy reactivos, tienen una vida media corta,
por lo que actuan cercano al sitio en que se forman y son dificiles de dosificar. Desde
el punto de vista molecular son pequefias moléculas ubicuitarias y difusibles que se
producen por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la cadena
respiratoria mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal
y en los cloroplastos, y las reacciones de oxidacién, por lo que producen daio
celular (oxidativo), al interactuar con las principales biomoléculas del organismo
(Venereo, 2002).
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3.2 Especies reactivas
Las especies reactivas incluyen a las de oxigeno (ROS), las especies reactivas de

hierro (RIS), las especies reactivas de cobre (RCS), asi como a las especies
reactivas de nitrogeno (RNS). Las especies reactivas se forman como productos del
metabolismo de los radicales libres, y aunque no todas son radicales libres, son
moléculas oxidantes que se transforman facilmente en radicales libres lo que les
confiere la caracteristica de ser compuestos muy dafinos para las células (Dorado
et al., 2003).

Estas especies reactivas dafian tanto al ADN como a las proteinas transportadoras.
Las de cobre a través de proteinas detectoras especificas de oxidacion, pueden
alterar la expresidon genética; asimismo causan dano en las enzimas reparadoras y
las polimerasas y dejan pasar una mayor cantidad de errores. Aunado a esto los
productos finales de la lipoperoxidacion provocan dafio a las proteinas y al ADN. El
radical hidroxilo ataca las bases del ADN, este dafo se suma al de los productos
derivados del *NO2 (HNO2 y ONOO-), los cuales provocan nitracion y desaminacion
(en adenina, guanina y citosina), lo que ocasiona alteraciones en la codificacion y

transcripcion del material genético (Dorado et al., 2003).

3.2.1 Especies reactivas de oxigeno
Las ROS son compuestos que se derivan de la molécula de oxigeno (O2) por

reduccion quimica parcial (Baizabal, 2010).

Engloba no solamente a los verdaderos radicales derivados del oxigeno, como el
superoéxido (O27) o el hidroxilo (OH-) (No confundir con el idn hidroxilo OH- que no es
un radical libre), sino que en él se incluyen ademas moléculas no radicales como:
peroxido de Hidrogeno (H20:2), ozono (Os3), etc. Bajo el punto de vista quimico tanto
el O2 -~ como el H202 no son muy reactivos frente a la mayoria de las biomoléculas
en soluciones acuosas y en condiciones fisiolégicas (aunque lo son bastante mas
que el O2) si las comparamos con la actividad del radical OH-, el problema que

plantean aquellos es que, en determinadas circunstancias del entorno celular, se
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transforman en radicales hidroxilo. Otro aspecto a tener en cuenta es la capacidad
del H20:2 para difundir a través de la bicapa lipidica, lo que hace posible su presencia
por difusion en diferentes compartimentos celulares. Esta circunstancia aumenta las
probabilidades de que el H202 pueda reaccionar con atomos de Fe?* celular

produciendo radicales hidroxilo (Crespo, 2006).

3.2.2 Especies reactivas de Nitrégeno
Las RNS son diversos compuestos derivados del 6xido nitrico, incluyendo el anion

nitroxilo, catiénes nitrosonio, 6xidos de nitrdgeno (ejemplo. Oxido Nitrico, S-
nitrosotioles y complejos de hierro). Las RNS han sido reconocidas por su papel
crucial en la regulacion fisiolégica de muchas, si no todas, las células vivas, como
las células musculares lisas, cardiomiocitos, plaquetas y células nerviosas y
yuxtaglomerulares. Poseen propiedades pleiotropicas sobre células diana después
de dos modificaciones postraduccionales y las interacciones con las especies
reactivas del oxigeno. Los niveles elevados de RNS han sido implicados en las
lesion celulares y la muerte mediante la induccion de estrés nitrosativo (Martinez y
Andriantsitohaina, 2009).

3.3 Peroxidacion Lipidica
La peroxidacion es un proceso en el que los oxidantes reaccionan a los lipidos que

contienen dobles enlaces carbono-carbono, acidos grasos especialmente
poliinsaturados (PUFAs) que implica la abstraccién de hidrégeno de un carbono,
con la insercion de oxigeno resultante en los radicales peroxilos e hidroperoxidos
lipidicos (Yin et al, 2011). Los glicolipidos, fosfolipidos (PLs) y el colesterol (Ch) son
objetivos conocidos de las modificaciones peroxidativas dafinas y potencialmente
letales. Los lipidos también son oxidados por enzimas como lipoxigenasas,
ciclooxigenasas y citocromo Pa4s0. En respuesta a la peroxidacién de lipidos de
membrana, y de acuerdo a las circunstancias metabdlicas celulares especificas y

las capacidades de reparacion, las células pueden promover la supervivencia
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celular o inducir la muerte celular. Bajo condiciones de peroxidacion de lipidos bajas
(condiciones subtoxicas), las células estimulan su mantenimiento y la supervivencia
a través de sistemas antioxidantes de defensa constitutiva o de sefalizacion de
activacion de las vias que regulan el alza de proteinas antioxidantes que resultan
en una respuesta de estrés adaptativo. Por el contrario, bajo las altas tasas de
peroxidacién de lipidos (condiciones toxicas) el dafio oxidativo abruma la capacidad
de reparacion, y las células induce la apoptosis 0 necrosis; ambos procesos pueden
dar lugar a dafo celular molecular que puede facilitar el desarrollo de diversos

estados patoldgicos y el envejecimiento acelerado (Ayala et al., 2014).

La peroxidacion lipidica produce una amplia variedad de productos de oxidacion.
Los principales productos primarios de la peroxidacién lipidica son los
hidroperoxidos lipidicos (LOOH). Entre los muchos aldehidos diferentes que se
pueden formar como productos secundarios durante la peroxidacion lipidica se
encuentran el malondialdehido, propanal, hexanal, y 4-hidroxinonenal (4-HNE), los
cuales han sido ampliamente estudiados por Esterbauer y sus colegas en los afios
80. El malondialdehido parece ser el producto mas mutagénico de la peroxidacién

de lipidos, mientras que el 4-HNE es el mas toxico (Ayala et al., 2014).

3.4 Biomarcadores de estrés oxidativo
Debido a la complejidad de las enfermedades asociadas al estrés oxidativo, es muy

improbable que un solo biomarcador del estrés oxidativo sustituya los resultados de
un diagndstico clinico o investigacion. Por esta razén, el desarrollo de un grupo de
biomarcadores es esencial para un diagnostico o control de progresion mas
acertado de la enfermedad. Aunque existen técnicas directas para la medicién de
especies reactivas y otros radicales libres, tales como la Resonancia Paramagnética
Electronica (RPE) y el Método de Atrapamiento de Spin (STM); lo mas comun en la
medicion de biomarcadores del estrés oxidativo son las técnicas indirectas,
mediante las cuales las ROS son capturadas por un reactivo adecuado para formar

una entidad quimica estable que posteriormente se analiza por técnicas
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gasomeétricas, espectrofotométricas, inmuno-enzimaticas (ELISA) y

cromatograficas (Rossi et al., 2016).

3.5 Estrés oxidativo y cancer

El cancer es per se una enfermedad inductora de estrés oxidativo. Las células
neoplasicas producen de forma intrinseca una mayor cantidad de ROS que las
células normales. Algunos estudios han observado que pacientes con cancer
avanzado presentan concentraciones plasmaticas de ROS mas elevadas que los
sujetos sanos, mientras que los niveles de actividad enzimatica de los sistemas

antioxidantes como glutation peroxidasa se hallan disminuidos (Vifas et al., 2012).

Los mecanismos por los cuales las células neoplasicas presentan niveles de ROS
mas elevados que las células normales pueden ser multiples. En primer lugar, las
células neoplasicas tienen incrementadas sus necesidades metabdlicas, por lo que
requieren mayores cantidades de ATP producido por las mitocondrias para
mantener su elevado ritmo de crecimiento y proliferacion. La sintesis desmesurada
de ATP mitocondrial contribuye a la produccion de ROS. A esto se le anade que las
células tumorales utilizan en mayor grado la via de la glucdlisis para la sintesis de
ATP (efecto Warburg), que es mucho menos efectiva que la cadena respiratoria
mitocondrial. Esta alteracion en el funcionamiento mitocondrial favorece la filtraciéon
de electrones cuando estos pasan a través de los complejos de la cadena
respiratoria de electrones, especificamente los complejos |, Il y Ill, generando una

mayor cantidad de radicales libres (Vinas et al., 2012).

Al estrés oxidativo generado por las alteraciones metabdlicas de las células
neoplasicas se le aflade la producciéon de grandes cantidades de ROS por parte de
las células inflamatorias que infiltran el tejido tumoral y que incrementan el estrés
oxidativo en el microambiente tumoral. Ademas, la mayoria de los pacientes
oncoldgicos padecen anorexia, hecho que impide el correcto aporte de nutrientes y

por lo tanto un déficit de vitaminas y otros antioxidantes que compensen la
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produccion de radicales libres. Este déficit puede verse agravado por las nauseas y
los vomitos originados por los tratamientos oncoldgicos o por la propia enfermedad,
que dificultan la ingesta de alimentos. A todos estos factores hay que afnadirles los
radicales libres generados por los tratamientos oncoldgicos especificos como la

quimioterapia y/o la radioterapia (Vifas et al., 2012)

4. Glicosilacion
La glicosilacion es la modificacion post-traduccional covalente mas frecuente y

compleja en proteinas presentes en células eucariotas, involucrando
aproximadamente el 50% de las mismas. Consistente en la adicion de uno o mas
residuos glucidicos a los aminoacidos que las conforman, en una compleja red de

reacciones que involucran a diversas enzimas (Rodriguez, 2012).

El papel de los carbohidratos presentes en glicoproteinas y sus derivados, es
particularmente importante en el desarrollo de organismos multicelulares, ya que su
presencia es esencial para establecer interacciones entre las células y la matriz
extracelular, la regulacion de la actividad enzimatica, conferir estabilidad vy
solubilidad a las proteinas secretadas, modificar la funcionalidad del sistema

inmune, entre otros (Rodriguez, 2012).

Existen dos tipos basicos de glicosilacion: la N-glicosilacion y O-glicosilacion.
(Figura. 3) Estas presentan significativas diferencias en términos de su biosintesis

y estructura, asi como en la ubicacion dentro de la cadena proteica.
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Figura. 3 - Representacion del enlace N-glucosidico (izquierda) y O-glucosidico
(derecha) (Javed, 2002).

Los N-glicanos (ejemplos en la Figura. 4) son producidos a partir de una estructura
peptidica precursora fosforliada (dolicol o undecaprenol) de 14 péptidos, un
oligosacarido preformado, compuesto por N-acetil glucosamina, manosa y glucosa
(Gorocica et al., 2008), que se une a los residuos de asparagina en la secuencia de
consenso Asn-X-Ser / Thr (Asparagina-X-Serina/Treonina) donde X puede ser
cualquier aminoacido excepto prolina, perdiendo la estructura peptidica precursora.
No todas las secuencias de consenso son glicosiladas debido a la
tridimensionalidad de la estructura de la proteina glicosilada, la cual provoca que la
region de a secuencia de consenso no interaccione con la oligosacariltransferasa.
El precursor degrada a una estructura Core invariante (residuos de tres manosa y
dos N-acetilglucosamina) que se reconstituye utilizando el repertorio de
glicosiltransferasas presentes en la célula tomando en cuenta la tridimensionalidad

de la molécula (Easton, 2011).
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Figura. 4 - Ejemplos de N-glicanos y glicoproteinas o tipos celulares donde se
encuentran (Easton,2011).

Los O-glicanos (ejemplos en la Figura. 5) se unen a residuos de serina o treonina
y no cuentan con una secuencia consenso por la cual identificarlos Se forman por
la unién de un monosacarido que casi siempre es N-acetil galactosamina al grupo
hidroxilo de un residuo de serina o de treonina, aunque en raras ocasiones el

monosacarido puede ser manosa o fucosa (Easton, 2011).
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Figura. 5 - Ejemplos de N-glicanos y glicoproteinas o tipos celulares donde se
encuentran (Easton, 2011).

4.1 Glicosilacién aberrante y lectinas
Las células tumorales muestran patrones aberrantes de glicosilacion en

carbohidratos ligados a ceramidas y proteinas de la superficie celular. Las
alteraciones en la glicosilacion se encuentran en todas las células neoplasicas y
algunas de ellos son bien conocidas como marcadores de progresion. Cada tipo de
neoplasia presenta patrones de alteracion diferencial, incluso durante las diferentes
etapas de la enfermedad. Dos grandes cambios caracteristicos en la glicosilacién
se presentan en las células neoplasicas: el bloqueo de sintesis de carbohidratos y

la neo-sintesis (Ferriz et al., 2010).

Entre las alteraciones mas comunes en las células neoplasicas son el aumento de
N-glicanos y de acido sialico en la superficie celular, la produccién anormal de

mucina, la expresion de estructuras de Lewis X/A en glicoesfingolipidos
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(identificados en un principio como un antigeno tumoral), y el aumento de la
expresion de las galectinas. Todos estos cambios se correlacionan con la capacidad
de las células neoplasicas de metastasis y / o el aumento de la migracién y su
capacidad para evadir la respuesta inmune. En algunos casos, las glicoproteinas de
membrana también se modifican, de manera que actuan como antigenos

oncogeénicos (Ferriz et al., 2010).

Las alteraciones que se producen en el cancer implican la pérdida o cambios en la
funcién de ciertas estructuras, la presencia de estructuras truncadas y sus
precursores y, en menor medida, la aparicién de nuevas estructuras (Ferriz et al.,
2010).

Esta es la base de que las lectinas alteran la respuesta de las células cancerosas.
El conocimiento de la interaccidon de lectinas con las células cancerosas y la forma
en que puede afectar a la biologia del tumor explica el papel de los carbohidratos
en la adquisicién de una forma maligna y por lo tanto su inhibicion (Cummings y
Etzler, 2009).

Varios estudios se han centrado en su capacidad de mostrar aglutinacion
preferencial en las células neoplasicas, por lo tanto, una importante area donde se
utilizan lectinas es la deteccion de cambios malignos en las células transformadas
debido a las alteraciones en su superficie celular (Valadez et al., 2014). Se ha
observado mayor afinidad entre células neoplasicas y lectinas, que entre las células
sanas y las mismas lectinas (Clark y Mao, 2012; Mody et al., 1995; Yau et al., 2015;
Zhou et al.,, 2015). A través de este mecanismo, las lectinas pueden inducir

apoptosis, citotoxicidad, y la inhibicion del crecimiento tumoral (Ferriz et al., 2010).

Por ejemplo, se han reportado estudios de las lectinas y su unién a carbohidratos
en tres lineas celulares de carcinoma colorectal humano (CaCo-2, HT-29 y HCT-
8), con diferentes lectinas marcadas con fluorescencia: DBA (Dolichos
bifiorus), PNA, LCA (Lens culinaria), STL (Solanum tuberosum), UEA-I (Ulex
europaeus ), y WGA. Se describio la tasa de unién a las diferentes lineas celulares,

lo que refleja el patrén de glicosilacion de las células. (Garbor et al., 1998). La unién
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especifica de las lectinas sobre residuos de azucares ha permitido realizar otros
estudios con lectinas como la ABL (Agaricus bisporus) que se unen a un disacarido
galactosilado expresado en queratinocitos. Con estos estudios Castillo y Abdullaev
(2005) proponen que las lectinas inhiben la proliferacién de lineas celulares de

cancer y con potencial terapéutico en situaciones como la psoriasis.

5. La glandula mamaria
En la mujer adulta las glandulas mamarias (Figura. 6) se localizan en la pared

anterior del térax y se extienden verticalmente desde la segunda a la sexta costilla
inclusive y horizontalmente, desde el esterndn (paraesternal) a la linea axilar media.
Presentan una prolongacion axilar (cola de Spence), por lo que el cuadrante supero-
externo contiene la mayor cantidad de tejido glandular. La porcién lateral mamaria
se conecta a las digitaciones del musculo serrato mayor y la medial con la porcion

superior del musculo oblicuo anterior abdominal (Vinagre, 2015).

La mama esta compuesta por 15 a 20 Iébulos de tejido glandular tubulo-alveolar
que aparecen separados por bandas fibrosas de tejido conectivo, en forma radiada,

que alcanzan la dermis formando los ligamentos suspensorios de Cooper.

El tejido adiposo se distribuye preglandularmente (excepto en la regidn retroareolar)
en pequenos pelotones o celdas adiposas de Duret separados por las crestas
fibrosas. Posteriormente, conforma la capa adiposa retroglandular. Cada Iébulo
mamario termina en un conducto excretor lactifero o galactoférico. Antes de abrirse
en el pezdn, presenta una dilatacién llamada seno o ampolla galactoférica (Vinagre,
2015).

La porcidn central anterior de la mama esta ocupada por una elevacion cilindrica
llamada pezon, rodeada de un disco de piel altamente pigmentada conocido como
la areola. Fibras musculares areolares, radiales y circunferenciales son las
responsables de la ereccion del pezdén. La areola contiene glandulas sebaceas y

accesorias de Morgagni que forman pequefias eminencias llamadas tubérculos de
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Montgomery. En el pezdn existen numerosas terminaciones sensitivas libres asi

como corpusculos de Meissner y discos de Merkel (Vinagre, 2015).

Figura. 6 Proyeccion craneo-
caudal de una mama normal
(segun Gros). 1. Pezbn; 2.
Galactoforos; 3. Aréola; 4.
Contorno de la piel; 5.
Ligamentos de Cooper; 6.
Lagos adiposos cuyo
conjunto ( forma la capa
grasa anterior; 7. Tejido
glandular fibro-adiposo; 8.
Capa grasa retromamaria; 9.
Aponeurosis pectoral mayor

(Vinagre, 2015).

6. Cancer de mama
El cancer de mama (CM), (adenocarcinoma) es una enfermedad maligna en donde

la proliferacion acelerada, desordenada y no controlada de células pertenecientes
a distintos tejidos de la glandula mamaria forman un tumor que invade los tejidos
vecinos y metastatiza a 6rganos distantes del cuerpo. Como otros tumores
malignos, el cancer de mama es consecuencia de alteraciones en la estructura y
funciéon de los genes. Los carcinomas de mama suponen mas de 90% de los

tumores malignos (Secretaria de Salud, 2007).

El C.M. es la neoplasia mas frecuente a nivel mundial (Grafica 1.) y con el mayor
grado de mortalidad (Grafica 2) en mujeres, aunque puede presentarse en hombres,

la proporcién es de 1 caso por 150 mujeres (Beltran, 2010).

De acuerdo al informe de la International Agency for Research on Cancer (IARC),
en el afio 2012, se diagnosticaron 1.67 millones de nuevos casos, representando
el 25 % de los canceres en las mujeres. El nUmero de casos fue casi igual en los

paises desarrollados que en las que vivian en paises en desarrollo, 794,000 en los
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primeros y de 883,000 en los segundos. Sin embargo, es de hacer notar que la
poblacidén en los primeros paises se calculé en 1 billon y en los segundos de 6

billones, de acuerdo a cifras del Banco Mundial en el 2006.

El cancer de mama es la quinta causa de muerte de manera general (522 mil
muertes), manteniendo el primer lugar como causa de muerte entre las mujeres con
cancer (IARC, 2012).

Grafica. 1 - Distribucion de la incidencia de casos de cancer a nivel mundial en
mujeres (Rishendran et al. 2013).

Grafica. 2 - Distribucion de la mortalidad por cancer a nivel mundial en mujeres
(Rishendran et al. 2013).
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El sintoma mas comun del cancer de seno es una nueva masa o protuberancia. Una
masa no dolorosa, dura y con bordes irregulares tiene mas probabilidades de ser
cancer, aunque los tumores cancerosos del seno pueden ser sensibles a la
palpacién, blandos y de forma redondeada. Incluso pueden causar dolor. Por este
motivo, es importante que un médico con experiencia en las enfermedades de los
senos examine cualquier masa o protuberancia nueva, o cualquier cambio en los
senos (ACS, 2016).

Otras posibles sefales de cancer de seno incluyen las siguientes:

e Hinchazdn de parte o de todo el seno (aunque no se sienta una protuberancia
definida).

e lIrritacion o hendiduras en la piel.

e Dolor en el seno o en el pezon.

e Retraccién (contraccion) de los pezones.

e Enrojecimiento, descamacion o engrosamiento de la piel del seno o del
pezon.

e Secrecion del pezdn que no sea leche materna.

6.1 Factores de riesgo
Estudios observacionales han permitido identificar estos factores (Tabla 3) y estimar

la magnitud del riesgo asociado a ellos. Se han clasificado en factores de riesgo
mayores aquellos que aumentan en 2 o mas veces el riesgo y factores de riesgo

menores los que aumentan en menos de 2 veces el riesgo (Peralta et al., 2010).
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Tabla. 3- Factores de riesgo mayores y menores para la incidencia de cancer de

mama.

FACTORES DE RIESGO MAYORES

Portadores de mutaciones de alta
penetrancia en los genes BRCA1y BRCA2,
ademas de otras mutaciones en otros
genes, aun desconocidos.

FACTORES DE RIESGO MENORES

Edad. Como factor aislado es muy
importante en el riesgo de cancer de mama.
A mayor edad, mayor riesgo. La incidencia
de cancer de mama a los 80-85 afios es 15
veces mas alta que a los 30-35 afios. En
estudios de prevencién se considera alto
riesgo a partir de los 60 afos.

Historia familiar: Familiares de 1° o 2°
grado con cancer de mama bilateral;
cancer mamario antes de los 50 afos sin
mutaciones demostradas; familiares con
cancer de mama en dos generaciones;
cancer de mama y ovario; familiar varén
con cancer de mama. Se recomienda
investigar la historia familiar de cancer en
tres generaciones sucesivas.

Historia familiar en parientes de 1°, 2° o0 3°
grado, después de los 60 afios de edad.

Radioterapia de térax antes de los 30 afios
de edad por cancer, usualmente de origen
linfatico.

Factores reproductivos. 1) Menarquia
precoz y menopausia tardia. Ello conlleva a
una mayor exposicion a ciclos menstruales
durante la vida de la mujer lo que aumenta
en alrededor de 30% el riesgo de cancer de
mama. Por la misma razon, la ooforectomia
bilateral antes de los 40 afios disminuye el
riesgo en aproximadamente 50%. 2)
Nuliparidad y 1° parto después de los 30
afios se asocia con aumento del riesgo en
un tercio.

Antecedentes de lesiones histologicas
precursoras: hiperplasias atipicas,
neoplasia lobulillar in situ, atipia plana.

Enfermedades mamarias benignas
proliferativas:  adenosis  esclerosante,
lesiones  esclerosantes radiales vy

complejas (cicatriz radiada), hiperplasia
epitelial ductal florida, lesiones papilares y
fibroadenomas complejos.

Antecedente personal de cancer de mama.
En mujeres mayores de 40 afios con
antecedente personal de cancer de mama,
el riesgo relativo de un nuevo cancer
fluctua entre 1.7 y 4.5. Sila mujer es menor
de 40 afnios el riesgo relativo se eleva a 8.0

Sobrepeso después de la menopausia:
existe relacién entre indice Masa Corporal
(IMC) elevado y riesgo de cancer de mama
en mujeres postmenopausicas. El riesgo
relativo es 1.26 con IMC sobre 21.
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6.2 Tratamiento
Existen diferentes tratamientos disponibles para los pacientes de cancer de mama.

Algunos son estandar (el tratamiento que se usa actualmente) y otros se encuentran

en evaluacion en ensayos clinicos.

Un ensayo clinico de tratamientos es un estudio de investigacion que procura

mejorar los tratamientos actuales u obtener informacion sobre tratamientos nuevos

para pacientes de cancer. Los pacientes deberian considerar participar en ensayos

clinico debido a la posibilidad de que estos tengan mejores resultados que los

tratamientos convencionales. Algunos ensayos clinicos estan abiertos solo para

pacientes que no han comenzado un tratamiento. Actualmente se usan 6 tipos de
tratamiento estandar (INC, 2014):

Cirugia: La mayoria de las pacientes de cancer de mama se someten a
cirugia a fin de extirpar el cancer de la mama. Habitualmente se extirpan
algunos de los ganglios linfaticos de abajo del brazo y se observan al

microscopio para verificar si contienen células cancerosas (INC, 2014).

Biopsia del ganglio linfatico centinela seguida de cirugia: La biopsia del
ganglio centinela es un nuevo componente del tratamiento quirurgico del
cancer de mama, que pronostica con precision el estatus axilar. El ganglio
linfatico centinela es el primer ganglio linfatico donde es posible que el cancer
se disemine desde el tumor. Se inyecta una sustancia radiactiva o un tinte
azul cerca del tumor. La sustancia o el tinte fluyen a través de los conductos
linfaticos hasta los ganglios linfaticos. Se extrae el primer ganglio completo o
parte de este que recibe la sustancia o el tinte. Un patdlogo observa el tejido
al microscopio para verificar si hay células cancerosas. Cuando no se
detectan células cancerosas, puede no ser necesario extraer mas ganglios
linfaticos. Después de la biopsia del ganglio linfatico centinela, el cirujano

extirpa el tumor (cirugia para conservar la mama o mastectomia) (INC, 2014).
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Radioterapia: Después de la cirugia, la radioterapia puede disminuir la
posibilidad de que el cancer vuelva a la mama y aumentar la supervivencia.
La radioterapia utiliza particulas u ondas de alta energia, tales como los rayos
X, rayos gamma, rayos de electrones o de protones, para eliminar o dafar
las células cancerosas. En la mayoria de los casos, la radioterapia es un
tratamiento de aplicacion local, la cual sélo afecta la parte del cuerpo tratada
al ser dirigida sobre ésta solamente. El objetivo del tratamiento con radiacién
es atacar a las células cancerosas, ocasionando el menor dafo posible a las
células sanas adyacentes. Sin embargo, al no ser especifica a tejidos
cancerosos pueden generar una serie de efectos secundarios que incluyen
cansancio, problemas de piel, falta de apetito, caida de pelo, entre otros
(ACS, 2015).

Quimioterapia: La quimioterapia es un tratamiento contra el cancer en el que
se usan medicamentos para interrumpir el crecimiento de las células
cancerosas, ya sea mediante su destruccién o impidiendo su multiplicacién.
Cuando la quimioterapia se administra por boca o se inyecta en una vena o
musculo, los medicamentos ingresan en el torrente sanguineo y afectan a
células cancerosas de todo el cuerpo (quimioterapia sistémica). Cuando la
quimioterapia se coloca directamente en el liquido cefalorraquideo, un
organo o una cavidad corporal como el abdomen, los medicamentos afectan
principalmente las células cancerosas de esas areas (quimioterapia
regional). La forma en que se administre la quimioterapia depende del tipo y

el estadio del cancer que se esta tratando (INC, 2014).

Hormonoterapia: La hormonoterapia son un conjunto de medidas dirigidas a

anular la funcion de las hormonas (SEOM, 2015).
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Terapia dirigida: La terapia dirigida es un tratamiento que apunta a los genes
o las proteinas especificos de un tumor, o a las condiciones del tejido que
contribuyen al crecimiento y la supervivencia del cancer. Incluyen a los
anticuerpos monoclonales, terapia génica con vectores virales. Inhibidores
de la angiogénesis, moduladores de la expresion de genes, inductores de la
apoptosis, entre otros. Este tipo de tratamiento inhibe la proliferacion y
diseminacion de las células cancerosas, y, a la vez, limita el dafo a las
células normales, lo que habitualmente produce menos efectos secundarios
en comparacion con otros medicamentos para el cancer. Estudios recientes
demuestran que no todos los tumores tienen los mismos blancos. Para
determinar cual es el tratamiento mas eficaz, su médico puede realizar
estudios para identificar los genes, las proteinas y otros factores en el tumor.
Como resultado, los médicos pueden encontrar el tratamiento mas eficaz que
mejor se adapte a cada paciente, siempre que sea posible. Ademas, se estan
realizando muchos estudios de investigacion para obtener mas informacién
sobre blancos moleculares especificos y tratamientos nuevos dirigidos a ellos
(INC, 2014):
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7. Ruta graveolens

Reino | Plantae

Phylum | Magnoliophyta

Clase | Magnoliopsida

Orden | Sapindales

Familia | Rutaceae

Género | Ruta

Epiteto especifico | Graveolens

Nombre Cientifico | Ruta graveolens

Figura. 7 - Morfologia de Ruta graveolens. Universidad Nacional Autonoma de México

(2009). Instituto de Biologia. Colecciones Biol6gicas

7.1 Sinonimia popular

e Chiapas: lula (izeltal / tzotzil), lula wamal, luta (tzeltal), lura (tzotzil)

e Estado de México: lotav, lotta (mazahua)

e Michoacan: akuitse uarhirakua.

7.2 Descripcion botanica
Ruta graveolens (Figura. 7) pertenece a la familia de las rutaceas que comprende

161 géneros y unas 1650 especies cosmopolitas, especialmente de ambientes
tropicales. El género Ruta incluye siete especies de arbustos muy aromaticos. La
ruda es una planta medicinal originaria de la cuenca mediterranea y usada como tal

desde tiempos antiguos. Escapa de los huertos donde se cultiva y se torna silvestre,
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en bordes de caminos y potreros. Es un arbusto que mide desde 60 cm hasta un
metro de altura, de base lefiosa y ramas blandas, de color verde blanquecino. Sus
hojas estan muy divididas en segmentos ovalados, la cara superior es verde
amarillenta y la inferior es verde azulada y contienen abundantes aceites esenciales
de olor muy caracteristico y sabor amargo. Las flores, de ocho a diez mm de
diametro estan dispuestas en cimas terminales. La corola tiene cuatro o cinco
pétalos amarillos, convexos, de borde finamente recortado, de alrededor de medio
centimetro de largo. Las hojas de la flor son concavas, dentadas en los bordes o
lisas, de color puro amarillo en el interior y amarillo verdoso exteriormente. Despide
un intenso olor nauseabundo. Floracion: agosto a noviembre. El fruto es una capsula
que contiene semillas lisas, negras. Se cultiva en huertas y jardines, en terrenos

bien soleados y pedregosos. Se recolecta durante su floracion (Torres, 2002).

7.3 Farmacologia
Se ha mostrado la actividad antihelmintica que posee el extracto etéreo de las hojas

sobre Strongyloide stercoralis, Artcylostoma caninum y A. duodenale, y el aceite
esencial sobre Ascaris suilla, Hirudo medicinalis, Tubifex riuolorum y Anguillula
aceti. En un sistema de tejido aislado se ha comprobado el efecto estimulante sobre
el utero de coneja normal, prefiada y rata prefada por el extracto fluido, sobre el
utero de cuyo hembra por el extracto acuoso y utero de rata por el aceite esencial.
El extracto de diclorometano-metanol obtenido de las ramas, ejercié una accién
relajante de musculo liso cuando se probd en ileon de perro. Esta misma accion se
observo usando el aceite esencial sobre tejido uterino de perro y sobre tejido de
intestino delgado en cuyo y conejo. El extracto etandlico de la planta completa
ejercid un efecto de antiimplantacién del 6vulo fecundado en rata cuando se
administré por via intramuscular a la dosis de 40 y 8mg/kg, al igual que un extracto
acuoso por via oral a la dosis de 1 ml/kg (UNAM, 2009).

La actividad antiespasmaddica del aceite esencial se comprobd en intestino delgado

de perro en el que se indujeron contracciones con aceite de anis. Del mismo modo
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se observd un efecto anticonvulsivo en raton debido al extracto etandlico de las
ramas administrado por via intraperitoneal en dosis de 2-4ml/kg, cuando se
indujeron convulsiones en los animales mediante choques eléctricos
supramaximales y por la administracion de corazol. Se describe en la literatura la
accion antiinflamatoria en rata de un extracto etandlico de las partes floridas por
intubacién gastrica a la dosis de 100mg/kg probado al inducir edema de la pata con
carragenina. Extractos acuosos de las hojas y el aceite esencial ejercieron una
actividad antibiotica sobre Staphylococcus aureus, sobre Escherichia colli y Bacillus
subtilis sélo el extracto, y sobre Pseudomona aeruginosa solo el aceite. Extractos
de la raiz fueron activos sobre B. subtilis, Serratia marcescens y Mycobacterium
phlei (UNAM, 2009).
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Justificacion

El cancer de mama es el segundo cancer mas comun en el mundo y el tipo mas
frecuente entre las mujeres. La mayoria de las muertes se producen en los paises
de ingresos bajos y medios, donde la mayoria de las mujeres con cancer de mama
se diagnostican en estadios avanzados debido a la falta de sensibilizacion sobre la

deteccion oportuna y la falta de acceso a los servicios de salud.

La mayoria de los farmacos citotdéxicos que se usan en los tratamientos actuales
contra el cancer no distinguen las células y tejidos sanos respecto a otros afectados
por tumores, lo que provocan en los primeros una serie de efectos secundarios que
pueden ser leves, severos o potencialmente mortales. Las lectinas vegetales han
mostrado tener alta selectividad citotdxica a las células cancerigenas debido a que
ejercen un efecto modulador en la sintesis de proteinas e inductor de la apoptosis

celular en células tumorales.

Debido a esto es importante estudiar el efecto de las lectinas de Ruta graveolens
para contar con alternativas mas eficaces y econdémicas como tratamiento de cancer

de mama.

Hipotesis

Las lectinas presentan una alta selectividad y actividad citotoxica hacia las células
cancerigenas. Se ha relacionado el cancer a concentraciones elevadas de radicales
libres, por lo tanto, se observara una disminucion significativa en los niveles de
estrés oxidativo (marcadores de estrés) en el modelo murino de cancer de mama
que ha recibido el tratamiento via oral de lectinas de tallo de Ruta graveolens. La
eficiencia de este tratamiento dependera del tipo de lectina (afinidad a un

carbohidrato especifico) que se utilice
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Objetivo general:

Evaluar la actividad antioxidante de fracciones de lectinas extraidas de tallo
de Ruta graveolens con diferente afinidad a carbohidratos y selectividad

hacia células tumorales en un modelo murino de cancer.

Objetivos particulares:

Extraer lectinas de tallo de Ruta graveolens por el método de Salting Out,
utilizando dos concentraciones (0.05 My 2.5 M de NaCl) vy evaluar su
rendimiento.

Realizar la semipurificacion de los extractos de Ruta graveolens.
Cuantificar carbohidratos totales, carbohidratos reductores y proteinas a lo
largo de los procesos de semipurificacion de los extractos de lectinas de Ruta
graveolens.

Evaluar la actividad hemaglutinante de los extractos enriquecidos de lectinas
de Ruta graveolens en eritrocitos humanos

Determinar la actividad antioxidante de los extractos enriquecidos en un
sistema in vivo de cancer de mama mediante la cuantificacion de Catalasa,
Malondialdehido y Nitritos.
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Método

1. Obtencion del material vegetal
Los organismos vegetales fueron comprados en el Mercado Madreselva que se

encuentra en la Calle Madre Selva, entre la Carretera Xochimilco Tulyehualco y
Camino a Nativitas (Figura. 8) y determinados en el herbario de FES Zaragoza. El
tallo fue separado del resto del organismo, pesado y lavado en dos grupos de 200

gr cada uno.

Figura. 8 — Ubicacion del Mercado Madreselva: Madreselva Loc. 3, Seccion Bosque,
Xochimilco, Xaltocan, 16090 Ciudad de México, D.F.
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2. Precipitacion de proteinas por Salting Out
La extraccion salina se realizé con dos grupos de tallo de Ruta graveolens para ser

macerados en frio con una solucion de NaCl al 2.5 My 0.15 M para cada grupo
respectivamente, en una relacién 1:3 m/v. Se deja reposar durante 24 horas en frio.
Este procedimiento se basa en el principio de que grandes cantidades de una sal
agregada a una solucion de proteinas, disminuye la interaccion proteina-H20
porque quita la capa de solvatacion, predominando la interaccion proteina-proteina

y generando la precipitacion de las mismas (UNQ, 2010).

Se paso entonces al proceso de filtracion que se divide en dos etapas. La primera
se realizd con ayuda de gasas y un embudo de vidrio para quitar la mayor cantidad
de material vegetal y asi hacer mas sencillo el segundo proceso de filtracién, el cual
consiste en una filtracion al vacio de cada uno de los extractos. Se realizé después
dos procesos de centrifugacion, cada uno a 3000 rpm con el fin de separar el
extracto del precipitado del material vegetal sobrante que se precipito. El

sobrenadante de los extractos se almaceno en frio.

3. Purificacion por dialisis

Para la purificacion de lectinas se utilizaron membranas semipermeables de 3kDa
(Dialysis tubing) en la técnica de dialisis, usando agua desionizada y la cual se basa
en el proceso de difusion simple. En este caso separando los iones salinos del resto
de los extractos proteicos. El proceso normal de dialisis dura en este caso de entre
3 a 5 dias. Antes de almacenar el dializado se realizé una prueba para comprobar
que los iones salinos han sido removidos del extracto mediante este proceso. Para
esto se tomaron 100 pl del extracto dializado y se mezclaron con 100 yl de AGNO3
0.1N que en presencia de sales forma el cloruro de plata y se observaria una
coloracién lechosa. Si esta no se presentaba se almacenaba y se guardaba en

refrigeracion.
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4. Obtencidén de proteinas tipo lectina mediante Cromatografia
de afinidad

La cromatografia de afinidad se basa en la interaccion, especifica y reversible, que
se presenta entre una particula de interés (llamada genéricamente “afinante”) con
alguna molécula particular que va a ser inmovilizada en un soporte sélido (a esta
particula se le conoce como “ligando”). La interaccion de estas dos moléculas es

similar a la que se presenta entre una enzima y su sustrato. (Carbajal, 2004).

Se preparo la columna con Silica G-60 en una bureta de 25 ml hasta la marca de 5
ml. Se adicionaron los extractos dializados (2.5 M y 0.15M) con cuidado de no
impactar con demasiada fuerza sobre la silica y se dejo que todo éste pasara al final
de la columna, colectandolo en un recipiente limpio y manteniendo a las proteinas

retenidas dentro de la columna.

Con la finalidad de evaluar la afinidad diferencial azucares de las proteinas
contenidas en el extracto dializado, se realizé la elucidon con 50 ml de diferentes

soluciones 0.1 M de los siguientes azucares:

e Arabinosa

e Fructuosa

e Glucosa
e Lactosa
e Maltosa

e (Galactosa
e Sorbitol
e Manitol

e Sacarosa.
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5. Cuantificacién de proteinas, Carbohidratos totales y

carbohidratos reductores
Se usaron los extractos crudos y dializados en todas las cuantificaciones, asi como

las fracciones proteicas producto de la cromatografia de afinidad.

5.1. Cuantificacién de proteinas
La cuantificacion de proteinas de los extractos se realiz6 mediante el método de

Biuret, mediante la mezcla de 0.5 ml de extracto con 0.5 ml de agua desionizada
para después adicionar 2 ml de reactivo de Biuret. Se dejo reposar durante 15

minutos para medir su absorbancia a 540 nm en el espectrofotémetro.

Se basa en la formacion de un complejo coloreado entre el Cu?* y los grupos NH de
los enlaces peptidicos en medio basico (Figura. 9). Cu?* se acompleja con 4 NH. La
intensidad de coloracién es directamente proporcional a la cantidad de proteinas
(enlaces peptidicos) y la reaccidén es bastante especifica, de manera que pocas

sustancias interfieren (Reyes y Galvan, 2008).

/\/\
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Figura. 9 — Formacién del complejo coloreado en la Reaccién de Biuret debido a la
unién del Cu?*y los grupos NH (Sundin, 2005).

Se utilizé una curva patron de albumina de huevo (0 -10mg/ml)
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5.2. Cuantificacion de carbohidratos
La cuantificacion de carbohidratos totales se realizé con el método del fenol/acido

sulfurico. Se mezclaron 0.99 ml de agua y 0.01 ml de los extractos crudos y
dializados. Posteriormente se agregd 0.6 ml de fenol y 3 ml de acido sulfurico

concentrado.

Se fundamenta en que los azucares se deshidratan al reaccionar con acidos fuertes,
originando furfurales que se condensan cuando reaccionan con fenol (Figura. 10)
dando un compuesto de color naranja amarillo muy estable, el cual varia su
intensidad proporcional a la cantidad total de azucares presentes al aumentar la

concentracion del compuesto coloreado (Suarez y Orozco, 2014).

Figura. 10 —-Formacion del complejo coloreado debido a la reaccion entre el fenol y el
furfural que se forma por la presencia de carbohidratos, a) hexosa y b) pentosa, que
se encuentran en medio acido (Suarez y Orozco, 2014).
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Se dejo6 reposar hasta que la solucién problema tuviera una temperatura ambiente
y se midié su absorbancia en el espectrofotdmetro a 480 nm. El resultado de la
absorbancia de cada extracto se extrapolo a una curva patron de glucosa con base

a una solucion stock de 100 pg/ml.

5.3 Método del acido 3,5 dinitro salicilico (DNS)

Para la cuantificacion de carbohidratos reductores se utilizé el método DNS de
Miller. Se adiciono 0.99 ml de agua y 0.01 ml de los extractos con 0,5 ml del reactivo
DNS (acido 3,5 dinitro salicilico).

Se agito y se calentd en un bafio Maria hasta el punto de ebulliciéon por 5 minutos e
inmediatamente se detuvo la reaccion con bafio de agua y hielo. Se reconstituyeron
las muestras con 5 ml de agua destilada, se agitaron, se dejaron en reposo por 15

min, y se midié su absorbancia a 540 nm.

Se basa en que los azucares reductores pueden reducir al DNS bajo determinadas
condiciones (Figura. 11). Cuando el DNS es reducido en presencia de calor, por los
azucares reductores que entran en contacto con él se desarrolla un cambio de color
parecido al café (con variaciones de amarillo hasta café). EI cambio de coloracion

puede entonces determinarse por lecturas de densidad éptica (Jaramillo, 2014).
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Figura. 11 — Formacién del complejo coloreado (acido 3-amino-5-nitrosalicilico) por
la interaccién entre el DNS y un azucar reductor (Casablanca, 2009).

6. Cuantificacion de la Hemaglutinacion
La aglutinacion consiste en la agregacion sistematica de células mediada por

macromoléculas especifica (anticuerpos o lectinas) que reconocen estructuras
moleculares determinadas (antigenos) sobre la superficie celular. Este proceso,
depende del numero de determinantes antigénicos y de su localizacion sobre la
célula, como el tipo de macromolécula y del medio de reaccion (Rodriguez et al,
2004).

Cuando las células que se aglutinan son glébulos rojos (eritrocitos) humanos, el
fendmeno se denomina hemaglutinacion. La distribucion de los ligandos en la
superficie de la membrana es diferente para cada aglutinina utilizada, lo cual
depende de la afinidad y del sitio de unién especifico. A medida que aumenta el
poder de unién de la aglutinina, el conjunto toma una forma esférica (Rodriguez et
al, 2004).

La mayoria de las lectinas aglutinan eritrocitos de todos los grupos sanguineos,
actuando a la misma dilucién y por lo tanto no son especificas de grupo. Las lectinas
especificas aglutinan eritrocitos humanos preferentemente de un determinado
grupo sanguineo. Esta especificidad permite usar a las lectinas como reactivo de
tipificacion de grupo sanguineo y en la identificacion de individuos secretores
(Rodriguez et al, 2004).
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El sistema ABO fue el primer grupo sanguineo descubierto. Landsteiner en 1900
descubrié que los globulos rojos pueden clasificarse en A, By O, de acuerdo a la
presencia o ausencia de antigenos reactivos en la superficie de los globulos rojos.
Dichos antigenos son de mucha importancia en transfusion sanguinea, trasplante

de tejidos y enfermedad hemolitica del recién nacido. (Arbelaez, 2009).

Estos antigenos estan compuestos por azucares que protruyen de la membrana de
la superficie de los eritrocitos, unidos a un componente denominado ceramida, el
cual se encuentra en la membrana de los eritrocitos. Una serie de cuatro azucares
se une a la ceramida. A esta estructura de cuatro azucares o sustancia precursora,
se le unen otros azucares que le dan la especificidad a cada antigeno ABO
(Arbelaez, 2009).

Se realizaron los ensayos de hemaglutinacién con el fin de comprobar la presencia
y actividad biolégica de las lectinas en los extractos (crudos y dializados) y las

fracciones obtenidas en la cromatografia de afinidad.

La extraccién sanguinea se realizd6 con los grupos sanguineos A+,B+ y O+
obtenidos de donantes voluntarios, con ayuda de un equipo basico de venopuncion
(Soportes de aguja y de Tubos BD Vacutainer® con EDTA-K2de 4.0 ml) para toma
de muestra sanguinea. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 4000 rpm
por 20 min. Se desecha el sobrenadante (plasma) y el precipitado (concentrado
de eritrocitos) se resuspendié en una solucion de PBS 1X. Este procedimiento se
repite 2 veces mas. Se tomaran 1.5ml de eritrocitos de las muestras y se suspenden

en 50 ml de PBS para almacenarlas a 6°C.

Para los extractos crudos y dializados, se realizaron las pruebas de hemaglutinacion
en microplacas de 1ml por pozo, siendo que para las muestras problema 50, 25 y
12.5 ul de los diferentes extractos para posteriormente completar a un 1 ml con cada
uno de los grupos sanguineos, tomando en cuenta cada una de las concentraciones

de los extractos con los grupos sanguineos.

En el caso de las fracciones proteicas obtenidas de la cromatografia de afinidad, el

ensayo de hemaglutinacion se realiz6 a dos diferentes concentraciones (0.16 y 0.8
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Mg/ ) con el fin de observarlos diferentes grados de afinidad de las lectinas de Ruta
graveolens a los diferentes tipos de sangre y asi poder comparar su actividad

aglutinante.

7. Diseno bioldgico experimental
Se utilizaron ratones hembra de 30 dias de edad de la cepa CD-1 mantenidos en 9

grupos con 6 ratones cada uno.

Se registro su peso de forma semanal durante todo el periodo de incubacion. Desde
el destete al fin del tratamiento, los ratones se mantuvieron en condiciones de

bioterio, con agua y comida ad libitum.

7.1 Induccién cancerigena
Se realizo la induccion cancerigena mediante la inyeccion de 10 mg 6xido de niquel

disueltos en 0.05 ml de aceite de oliva via intradermal en la mama izquierda
superior, dejando pasar un periodo de incubacién de 3 meses, iniciando el 23 de
enero del 2016 y acabando el 27 de abril del mismo ano (NTP, 2014).

Los compuestos de niquel son conocidos por ser agentes cancerigenos en los
organismos animales. Los resultados combinados de los estudios epidemioldgicos,
sobre el mecanismo y cancerigenos en roedores apoyan ademas el concepto de
que los compuestos de niquel generan iones que atacan células diana en los sitios

criticos para la carcinogénesis (NTP, 2014).

Se buscé la presencia de pequefios tumores adheridos a la epidermis cercana a la

mama para la confirmacion del modelo murino.
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7.2 Tratamiento

Posterior a la induccion cancerigena se inicido un tratamiento de lectinas extraidas

de Ruta graveolens que duro 15 dias iniciando el 27 de abril (Torres, 2015) Las

fracciones enriquecidas de lectinas fueron seleccionadas dependiendo de la

eficiencia en la actividad hemaglutinante dentro de los ensayos sanguineos. Se

administraron a los grupos siguiendo la pauta establecida por la Tabla. 4.

Tabla. 1 — Diseio de los Grupos experimentales (induccién y tratamiento).

Grupo Administracion.

Control -

Desarrollo normal sin administrarles nada.

Vehiculo

Inyeccion del vehiculo (0.05 ml de aceite de

oliva), durante la induccion del cancer.

Control + Oxido de niquel (O.N.)

Oxido de niquel via intradermal

O.N. + Primer tratamiento

Oxido de niquel via intradermal

Tratamiento con fraccion proteica asociada
con Fructuosa obtenida a partir de una
extraccién salina al 2.5 M .Se administro via
oral 1mg de proteina tipo lectina a lo largo

de 15 dias que duro el tratamiento

O.N + Segundo tratamiento

Oxido de niquel via intradermal

Tratamiento con fraccion proteica asociada
con Arabinosa obtenida a partir de una
extraccion salina al 0.15M.Se administro
via oral 1mg de proteina tipo lectina a lo
largo de 15 dias que duro el tratamiento
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O.N. + Tercer tratamiento

Oxido de niquel via intradermal

Tratamiento con fraccion proteica asociada
con Glucosa obtenida a partir de una
extraccién salina al 2.5 M .Se administro via
oral 1mg de proteina tipo lectina a lo largo

de 15 dias que duro el tratamiento

O.N. + Cuarto tratamiento

Oxido de niquel via intradermal

Tratamiento con fraccion proteica asociada
con Glucosa obtenida a partir de una
extraccion salina al 0.15M .Se administro
via oral 1mg de proteina tipo lectina a lo

largo de 15 dias que duro el tratamiento

O.N. + Quinto tratamiento

Oxido de niquel via intradermal

Tratamiento con fraccién proteica asociada
con Sorbitol obtenida a partir de una
extraccién salina al 2.5 M .Se administro via
oral 1mg de proteina tipo lectina a lo largo

de 15 dias que duro el tratamiento

O.N. + Sexto tratamiento

Oxido de niquel via intradermal

Tratamiento con fraccion proteica asociada
con Sorbitol obtenida a partir de una
extraccion salina al 0.15M.Se administro
via oral 1mg de proteina tipo lectina a lo

largo de 15 dias que duro el tratamiento
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7.3 Obtencion del plasma sanguineo
Para la obtencion del plasma sanguineo, los ratones fueron autopsiados por

decapitacion. Se colecto la sangre del tronco en Tubos BD Vacutainer® con EDTA-
Kz de 4.0 ml que se centrifugaron a 4000 rpm para después extraer el plasma. Se
mantuvo en frio (6°C) las muestras hasta su posterior cuantificacion de Catalasa,

Nitritos y Peroxidacion lipidica.

7.4 Preparacion del higado

Con mucho cuidado se extirpo el higado de los ratones y se mantuvieron en frio
sumergidos en solucién fisioloégica. Se perfundié con solucion fisiolégica cada
higado con solucion fisioldgica para eliminar todos los rastros de sangre dentro del

higado.

Se realizé entonces la maceracion del material hepatico en morteros de porcelana
y mientras se agregaba amortiguador de homogenizacion en una proporcion 5:1
con el material hepatico. Este macerado se pas6 a un proceso de filtracion por gaza

para eliminar rastro de material sélido.

Se centrifugo a 4000 rpm, separando el sobrenadante y manteniendo en frio las

muestras hasta la cuantificacion de Catalasa, Nitritos y Peroxidacion lipidica.

7.5 Cuantificacién de catalasa
La catalasa es una de las enzimas mas abundantes en la naturaleza y se encuentra

ampliamente distribuida en el organismo humano, aunque su actividad varia en
dependencia del tejido; ésta resulta mas elevada en el higado y los rifiones, mas
baja en el tejido conectivo y los epitelios, y practicamente 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 (Céspedes et al., 1996)

Esta enzima es una metaloproteina tetramérica, cuyo peso molecular se encuentra

en el rango de 210-280 kD. Consta de 4 subunidades idénticas que se mantienen
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unidas por interacciones no covalentes. Cada subunidad contiene un grupo
prostético de protoporfirina IX y el contenido protohémico y el de hierro representan
un 1,1 % y 0,09 % respectivamente del peso molecular total de la enzima (Céspedes
et al., 1996)

La catalasa protege la hemoglobina del peroxido de hidrogeno 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 (Pérez,
2015).

En la reaccion de la catalasa se presenta la transferencia de dos electrones entre
dos moléculas de perdxido de hidrogeno en la cual una funciona como donador y
otra como aceptor de electrones. EI mecanismo de reaccién se lleva a cabo en dos
pasos. En el primero la catalasa se oxida por una molécula de peroxido, el cual
forma un intermediario llamado compuesto |. El compuesto | se caracteriza por tener
un grupo ferroxilo y un radical cationico de porfirina. En esta reaccién se produce
una molécula de agua. En el segundo paso de la reaccion, el compuesto | es
reducido por otra molécula de peroxido, regresando la catalasa a su estado inicial y

produciendo agua y dioxigeno (Pérez, 2015).

Enz (Por-Fe'') + H202 -> Compuesto | (Por+e-FelV-0) + H20
Compuesto | (Por+e-FeV-0) + H202 - Enz (Por-Fe") + H20 + O2
Para la cuantificacion se utilizé peroxido de hidrégeno 30mM en PBS.

En una celda de cuarzo se colocaron 3000 ml de la solucion de peroxido de
hidrogeno y se agregaron 15 pl de muestra (plasma o preparado hepatico),
resuspendiendo y leyendo su absorbancia inmediatamente en el espectofotometro
UV. La desaparicion del sustrato (H202) se mide espectrofotométricamente a 240

nm.
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Se registro la absorbancia al principio y cada quince segundo hasta llegar a los 75
segundos. Se graficaron los resultados y se utilizé la pendiente de la recta para la

cuantificacion de catalasa junto a la siguiente formula:

UCAT/ml= (AAz240/€) (FD de la reaccién)

En donde; € es el coeficiente de extincién molar del H202 a 240 nm (37.36 pumol-1
mL Abs);

FD es el factor de dilucién (3015/15= 61).

7.6 Cuantificacidn de nitritos
El Oxido Nitrico (NO) es un gas soluble, sintetizado de la L-arginina a través de la

accién catalizadora de la NO sintetasa y liberado por el endotelio vascular y otros
tejidos. Por su naturaleza gaseosa, actua como un soluto no cargado en la mayoria
de los procesos bioldgicos; y como radical libre, que es, exhibe una vida media de
segundos, siendo capaz de combinarse con rapidez a otros radicales libres. Las
principales vias metabdlicas del NO incluyen, la oxidacion a nitrato por la
oxihemoglobina en los glébulos rojos, y la autoxidacion a nitrito; nitratos y nitritos

circulan en la sangre y son excretados por la orina (Silva et al, 2008).

Las concentraciones de NO en el cuerpo varian dependiendo de cada tejido o
compartimiento que se considere y de la actividad de la NO sintetasa; su produccién
enddgena juega un importante papel en la homeostasis vascular, neurotransmision
y mecanismos de defensa inmunoldgicos; sin embargo, su cuantificacion directa en
liquidos bioldgicos es dificil por la naturaleza muy reactiva de la molécula. La
concentracion de los metabolitos del NO en plasma, suero y orina pueden ser
considerados como concentraciones de NO en humanos, puesto que, los nitritos
circulantes reflejan la actividad de la NO sintetasa endotelial constitutiva; y los

nitratos excretados indican la produccion sistémica de NO; por lo que, las
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concentraciones de nitritos en plasma son el resultado de la formacién y el consumo
del NO (Silva et al, 2008).

El valor de NO (uM) fue obtenido a través del analisis de estas muestras con la
Reaccion de Griess, la cual se basa en una reaccidn quimica que utiliza

sulfanilamida y N-1-naftiletilendiamina (NED) bajo condiciones acidas.

Para la cuantificacion se tomo6 100 uL muestra de plasma o de preparado hepatico
completado a 1ml con agua desionizada. Se afadié después 1ml de Sulfanilamida
al 5%, manteniéndolo e la oscuridad durante 25 minutos. Se anadio el NED y se
mantuvo en la oscuridad durante otros 15 min. Las muestras fueron leidas a 540

nm.

Se utilizé una curva patron con concentracion de 0 a 100 uM de nitrito de sodio

mediante la extrapolacion de la absorbancia obtenida de las muestras.

7.7 Cuantificacion de peroxidacion lipidica
El malondialdehido ha sido ampliamente utilizado como un biomarcador para la

peroxidacién lipidica de acidos grasos omega-3 y omega-6 debido a su facil
reaccion con acido tiobarbiturico (TBA). La prueba TBA se basa en la reaccion de
TBA con malondialdehido (MDA) para producir un cromégeno intensamente
coloreado (rojo fluorescente). Debido a que el MDA es uno de los marcadores mas
populares y fiables para determinan el estrés oxidativo en situaciones clinicas, y
debido a la alta reactividad y toxicidad de la MDA, subyace el hecho de que esta
molécula es muy relevante para comunidad de investigacion biomédica (Ayala et
al., 2014).

Para la cuantificacion se tomo 0.1 ml de la muestra de plasma o preparado hepatico,
y se agregd 0.1 ml de Buffer TRIS-HCL, FeSO4 y Acido Ascérbico respectivamente,
completandolo después a 1ml con agua desionizada. Se dejé incubar por 15 min a

temperatura ambiente (37 °C)
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Se agregd 1ml de Acido tricloroacético (TCA) y 2 ml de TBA, se cubrieron y
calentaron en un bafo de aceite hasta alcanzar 100 °C, dejandolos 15 minutos a
esa temperatura. Se pas6 a centrifugarlos a 3000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante se ley6é a 532nm. Para obtener la concentracion de MDA en las

muestras se empleo el coeficiente de extincion molar de dicho compuesto.

8. Analisis Estadistico
Los resultados obtenidos de la cuantificacion de catalasa, lipoperoxidacion y nitritos

fueron analizados por la prueba de analisis de varianza multiple (ANOVA), seguida
de la prueba de Tukey Se consideraron unicamente aquellas diferencias en las

cuales la probabilidad fue menor a 0.05.
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Resultados

La extraccion se realizd6 con dos grupos de 200 gr de material vegetal de tallo con
el fin de obtener dos extractos bajo el mismo procedimiento (extraccion salina),

pero con diferentes concentraciones de cloruro de sodio ([] de 2.5 My 0.15M).

Uno de los puntos principales de este estudio fue la comparacién en el rendimiento
y efectividad de extractos obtenidos por dos diferentes concentraciones para el
Salting Out con NaCl: 2.5 M y 0.15M, que en lo sucesivo se mencionara como

extracto 1y 2 respectivamente.

1. Rendimiento

En la Tabla. 5 se observa el rendimiento proteico que se obtuvo a partir del tallo de
Ruta graveolens a través de los procesos de semipurificacion, iniciando con un

proceso de Salting Out al 2.5 M.
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Tabla. 2 - Rendimiento proteico de tallo de Ruta graveolens a través de los procesos
de semipurificacién, iniciando con un proceso de Salting Out al 2.5 M.

Extracto Volumen (ml) ~ mg/ml AR

proteinas totales (mg)
Crudo 600 5,4 3240 100
Dializado 425 0,696 296 9,13
Fracciones Volumen (ml)  mg/ml Proteinas

proteinas totales (mg)
Arabinosa a 0,16700405 6,84716605 | 0,21133229
Fructuosa 47 0,37955466 17,839069 | 0,55058855
Glucosa 39 0,19736842 7,69736838 | 0,2375731
Lactosa 40 0,25809717 10,3238868 | 0,31863848
Maltosa 41 0,08603239 3,52732799 | 0,10886815
Galactosa 38 0,0354251 1,3461538 0,04154796
Sorbitol 38 0,09615385 3,6538463 | 0,11277303
Manitol 42 0,15688259 6,58906878 | 0,20336632
Sacarosa 0,22773279 9,1093116 0,28115159

Total ‘

‘ 66,9331987 ‘ 2,06583947

La concentracion de proteinas se vio reducida al pasar por cada proceso de
semipurificacion. Las fracciones proteicas con concentracion mas alta en el extracto
1 fueron las de fructuosa, lactosa y sacarosa en ese orden, siendo la de menor

concentracion la afin a galactosa (Grafica 3).

58



mg/ml de proteinas
w

SRS
N A Q&
< % N
C N ,50

Grafica. 3 - Concentracion de proteinas del extracto crudo y dializado, ademas de
las diferentes fracciones obtenidas a partir de un Salting Out al 2.5 M.

En la Tabla. 6 se observa el rendimiento proteico que se obtuvo a partir del tallo de
Ruta graveolens a través de los procesos de semipurificacion, iniciando con un

proceso de Salting Out al 0.15 M.
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Tabla. 3 - Rendimiento proteico de tallo de Ruta graveolens a través de los procesos
de semipurificacién, iniciando con un proceso de Salting Out al 0.15M.

Extracto Volumen (ml)  mg/ml Proteinas

I ED totales (mg)
Crudo 600 3,8 2280 100
Dializado 440 0,594 261 11,44
Fracciones Volumen (ml)  mg/ml Proteinas

proteinas totales (mg)
Arabinosa 39 0,1062753 4,1447367 0,1817867
Fructuosa 38 0,04554656 1,73076928 0,07591093
Glucosa 4> 0,06578947 2,96052615 0,12984764
Lactosa 43 0,09615385 | 4,13461555 0,18134279
Maltosa 40 0,04554656 1,8218624 0,07990625
Galactosa a 0,0354251 1,4524291 0,06370303
Sorbitol 40 0,20748988 8,2995952 0,36401733
Manitol 39 0,08603239 3,35526321 0,14716067
sacarosd 0,07591093 3,11234813 0,1365065
Total

‘ ‘ 31,0121457 ‘ 1,36018183

La concentracion de proteinas se vio reducida al pasar por cada proceso de
semipurificacion. Las fracciones con concentracion mas alta en el extracto 2 fueron
las de sorbitol, arabinosa y lactosa en ese orden, siendo la de menor concentracion

la afin a galactosa (Grafica 4).
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Grafica. 4 Concentracion de proteinas del extracto crudo y dializado, ademas de las
diferentes fracciones obtenidas a partir de un Salting Out al 0.15 M.

El rendimiento proteico del extracto 1 fue de 2,066% (66,9331987 mg de proteinas
tipo lectina de 3240 mg de proteinas totales del extracto crudo), mientras que el
rendimiento del extracto 2 fue de 1,36% (31,0121457 mg de proteinas tipo lectina

de 2280 mg de proteinas totales del extracto crudo.

Las diferencia entre las concentracion de carbohidratos totales de los extractos es
casi nula, siendo 61,9 1 y 64.8 mg/L en los extractos crudos 1 y 2 respectivamente,

asi como en los dializados que sonde 6.7y 4.6 mg/L (Tabla7y 8).
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Tabla. 4 Concentracion de carbohidratos a lo largo de los procesos de
semipurificaciéon a partir del tallo de Ruta graveolens, iniciando con un proceso de
Salting Out al 2.5 M.

Extracto Volumen (L) mg/L de Carbohidratos
carbohidratos totales (mg)

Crudo 0,6 61,9 37,14 100

Dializado 0,425 6,7 2,84 7,66

Fracciones Volumen (ml) mg/L (e []

carbohidratos

Arabinosa 41 .
No presencia
Fructuosa 47 .
No presencia
Glucosa 39 .
No presencia
Lactosa 40 .
No presencia
Maltosa 41 ]
No presencia
Galactosa 38 .
No presencia
Sorbitol 38 .
No presencia
Manitol 42 .
No presencia
Sacarosa 40 .
No presencia
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Tabla. 5- Concentracion de carbohidratos a lo largo de los procesos de
semipurificacion a partir del tallo de Ruta graveolens, iniciando con un proceso de
Salting Out al 0.15 M.

Extracto Volumen (L) mg/L de Carbohidratos
carbohidratos totales (mg)
Crudo 0,6 64,8 38,88 100
Dializado 0,440 4,6 2,02 5,2

Fracciones Volumen (ml) mg/L (e []

carbohidratos

Arabinosa 39 .
No presencia
Fructuosa 38 .
No presencia
Glucosa 45 .
No presencia
Lactosa 43 .
No presencia
Maltosa 40 .
No presencia
Galactosa 41 .
No presencia
Sorbitol 40 .
No presencia
Manitol 39 .
No presencia
Sacarosa 41 .
No presencia

No se encontro presencia de carbohidratos reductores en ninguna de las muestras
de los extractos crudos y dializados, incluso subiendo la concentracion de la dilucion
problema usada en el método de DNS.
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2. Hemaglutinacion en sistema ABO
Para definir los niveles de hemaglutinacion en los ensayos se creé la Tabla. 9 que

muestra una escala del 1 al 3 que muestra el aumento en el numero de

conglomerado de eritrocitos asi como en su densidad y tamafio

Tabla. 6 — Muestra de los diferentes grados de hemaglutinaciéon y ausencia de esta.

Sin Hemaglutinacion:
e Sin presencian de
conglomerados
Aumento 10x

Hemaglutinacién Grado 1:
e Uno o dos
conglomerados
por objetivo
Aumento 40x
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Hemaglutinacion Grado 2
e Tres o cuatro
conglomerados
por objetivo
Aumento 40x

Hemaglutinacién Grado 3
e Cinco o mas
conglomerados
e Conglomerados
visiblemente de
mayor tamafio.
Aumento 40x

El ensayo de hemaglutinacién se realizé con ambos extractos en estado crudo y
dializado y en diluciones 1:2, 1:4 y 1: 8 (50, 25y 12.5 %) para tener un mililitro como
volumen estandar de extracto para la prueba. Una vez preparadas las microplacas
con cada uno de los grupos sanguineos mencionados se dejo reposar durante 20
minutos. Posteriormente se analizé al microscopio la actividad hemaglutinante. En
la Tabla 10 y 11 (fotografias) se muestran los resultados preliminares de este

ensayo mostrando el grado de hemaglutinacion que se presenté.
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Tabla. 7 - Muestra las reacciones hemaglutinantes positivas por parte de los
eritrocitos de los grupos sanguineos indicados ante las diferentes concentraciones
de los extractos indicados en la misma.

Extracto Concentracion A+ B+ O+
del extracto
(%)

0.15M Crudo 50% Grado 1 Grado 1
25%
12.5%
2.5 M Crudo 50% Grado 2
25%
12.5%
0.15M 50% Grado 1 Grado 3
Dializado 25% Grado 3
12.5%
2.5 M Dializado | 50% Grado 2 Grado 3
25%
12.5%

Tabla. 8 - Fotografias comparativas de los distintos grados de hemaglutinacion que
presentaron los diferentes extractos utilizados en los tipos de sangre A+, B+ y O+.

e Extracto Crudo

e  Extraccion:
0.15M

e [ ] usada en el
ensayo: 50%

e Tipo de sangre
A+

e Gradol

e Aumento 10x
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Extracto Crudo
Extraccion: 2.5
M

[ ] usada en el
ensayo: 50%
Tipo de sangre
A+

Grado 2
Aumento 10x

Extracto
Dializado
Extraccion:
0.15M

[ ] usada en el
ensayo: 50%
Tipo de sangre
A+

Grado 1
Aumento 10x

Extracto
Dializado
Extraccion:
0.15M

[ ] usada en el
ensayo: 50%
Tipo de sangre
B+

Grado 2
Aumento 10x
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Extracto Crudo
Extraccion:
0.15M

[ ] usada en el
ensayo: 50%
Tipo de sangre
O+

Grado 1
Aumento 10x

Extracto
Dializado
Extraccion:
0.15M

[ ] usada en el
ensayo: 50%
Tipo de sangre
O+

Grado 3
Aumento 10x

Extracto
Dializado
Extraccion: 2.5
M

[ ] usada en el
ensayo: 50%
Tipo de sangre
O+

Grado 3
Aumento 10x
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ng/

A+
B+

En el segundo ensayo de hemaglutinacion se utilizaron las fracciones proteicas

resultantes de la cromatografia de afinidad de los extractos 1 y 2 a dos diferentes

concentraciones (00.16 y 0.0.8 ug/ pl) con el fin de observarlos diferentes grados de

afinidad de las lectinas de Ruta graveolens a los diferentes tipos de sangre y asi

poder comparar su actividad aglutinante.

En la Tabla 12 se muestran los diferentes grados de hemaglutinacion que se

encontraron ensayo, presentandose unicamente en las fracciones de fructuosa,

glucosa y Sorbitol. La evidencia fotografica se muestra en la Tabla 13.

Tabla. 12 - Muestra las reacciones hemaglutinantes positivas por parte de los
eritrocitos de los grupos sanguineos indicados ante las diferentes fracciones
proteicas extraidas del tallo Ruta graveolens utilizando Salting Out al 2.5 M.

Arabinosa

Fructuosa

Glucosa

Lactosa

Maltosa

Galactosa

Sorbitol

Manitol

Sacarosa

0.16

0.08

0.16

0.08

0.16

0.08

0.16

0.08

0.16

0.08

0.16 | 0.08

0.16

0.08

0.16

0.08

0.16 | 0.08

1

1

2

2

2

3

1

1

1

1

1

3

3

1

Tabla. 13 - Fotografias comparativas de los distintos grados de hemaglutinacién que
presentaron las diferentes fracciones proteicas utilizadas en los tipos de sangre A+,
B+y O+.

Fraccion: Fructuosa

Extraccion: 2.5 M

[ ] usada en el ensayo:

0.16 p/ pl

Tipo de sangre: A+

Grado 1

Aumento 40x
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Fraccion: Fructuosa
Extraccion: 2.5 M

[ ] usada en el ensayo:
0.16 p/ ul

Tipo de sangre: B+
Grado 3

Aumento 40x

Fraccion: Fructuosa
Extraccion: 2.5 M

[ ] usada en el ensayo:
0.16 p/ ul

Tipo de sangre: O+
Grado 1

Aumento 40x

Fraccion: Glucosa
Extraccion: 2.5 M

[ ] usada en el ensayo:
0.16 p/ ul

Tipo de sangre: A+
Grado 2

Aumento 40x
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Fraccion: Glucosa
Extraccion: 2.5 M

[ ] usada en el ensayo:
0.16 p/ ul

Tipo de sangre: B+
Grado 1

Aumento 40x

Fraccion: Glucosa
Extraccion: 2.5 M

[ ] usada en el ensayo:
0.08 p/ ul

Tipo de sangre: O+
Grado 3

Aumento 40x

Fraccion: Sorbitol
Extraccion: 2.5 M

[ ] usada en el ensayo:
0.16 p/ ul

Tipo de sangre: A+
Grado 2

Aumento 40x
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ng/ul
A+
B+

Fraccién: Sorbitol
Extraccion: 2.5 M

[ ] usada en el ensayo:

0.16 p/ pl

Tipo de sangre: B+
Grado 1

Aumento 40x

Fraccion: Sorbitol
Extraccién: 2.5 M

[ ] usada en el ensayo:

0.16 p/ ul

Tipo de sangre: O+
Grado 2

Aumento 40x

En la Tabla 14 se muestran los diferentes grados de hemaglutinacién que se

encontraron ensayo, presentandose unicamente en las fracciones de arabinosa,

glucosa y sorbitol. La evidencia fotografica se muestra en la Tabla 15.

Tabla. 14 - Muestra las reacciones hemaglutinantes positivas por parte de los
eritrocitos de los grupos sanguineos indicados ante las diferentes fracciones
proteicas extraidas del tallo Ruta graveolens utilizando Salting Out al 2.5 M.

Arabinosa | Fructuosa Glucosa Lactosa Maltosa Galactosa Sorbitol Manitol Sacarosa

0.16 | 0.08 | 0.16 | 0.08 | 0.16 | 0.08 | 0.16 | 0.08 | 0.16 | 0.08 | 0.16 | 0.08 | 0.16 | 0.08 | 0.16 | 0.08 | 0.16 | 0.08
2 3 3 2

1 1 2 2

2 2 2 2 3 3
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Tabla. 15 - Fotografias comparativas de los distintos grados de hemaglutinacién que
presentaron las diferentes fracciones proteicas utilizadas en los tipos de sangre A+,
B+y O+.

e Fraccidn: Arabinosa

e Extraccién: 0.15M

e [ ] usada en el
ensayo: 0.08 p/ ul

e Tipo de sangre: A+

e Grado?2

e Aumento 40x

e Fraccidn: Arabinosa

e Extraccién: 0.15M

e [ ] usada en el
ensayo: 0.16 p/ ul

e Tipo de sangre: B+

e Grado1l

e Aumento 40x

e Fraccion: Arabinosa

e Extraccién: 0.15M

e [ ] usada en el
ensayo: 0.16 p/ ul

e Tipo de sangre: O+

e Grado?2

e Aumento 40x
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Fraccion: Glucosa
Extraccion: 0.15M

[ 1 usada en el
ensayo: 0.16 p/ ul
Tipo de sangre: A+
Grado 3

Aumento 40x

Fraccion: Glucosa
Extraccion: 0.15M

[ ] usada en el
ensayo: 0.08 p/ ul
Tipo de sangre: O+
Grado 2

Aumento 40x

Fraccion: Sorbitol
Extraccion: 0.15M

[ ] usada en el
ensayo: 0.16 p/ pl
Tipo de sangre: A+
Grado 2

Aumento 40x
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Fraccion: Sorbitol
Extraccion: 0.15M

[ 1 usada en el
ensayo: 0.16 p/ ul
Tipo de sangre: B+
Grado 2

Aumento 40x

Fraccion: Sorbitol
Extraccion: 0.15M

[ ] usada en el
ensayo: 0.16 p/ ul
Tipo de sangre: O+
Grado 3

Aumento 40x

75




3. Peso corporal de los grupos

Se muestra en las Grafica 5 y 6 que los grupos de ratones presentaron aumento

constante de peso,
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Grafica. 5 — Seguimiento del peso corporal de los ratones pertenecientes a los grupos
Control -, Vehiculo, y tratados con fraccion afin a Fructuosa, durante el proceso de

induccion carcinogénica.
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Grafica 6- Seguimiento del peso corporal de los ratones pertenecientes a los tratados
con fracciones afines a Arabinosa, Glucosa (Extracto 1y 2) y Sorbitol (Extracto 1y 2)
durante el proceso de induccién carcinogénica.
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4. Evaluacién de la actividad antioxidante.

4.1 Presencia de masas tumorales

Realizando la necropsia de los diversos grupos se encontrd la presencia de
pequefias masas tumorales (Figura. 12) en los ratones que formaban el Control
positivo (1-3 mm de diametro) y en los grupos tratados con lectinas (1-2 mm),

exceptuando los tratados con la fraccién obtenida con glucosa del extracto 1.

Figura. 12 — Presencia de una masa anémala y depésitos de 6xido de niquel en un
ratén perteneciente al grupo Control positivo.
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4.2 Concentracién de nitritos en plasma e higado
No se observé una diferencia significativa en la concentracién plasmatica de nitritos

en plasma entre los grupos que recibieron un tratamiento y el Control +.

Grafica. 7 — Concentraciéon de nitritos en plasma de los ratones de la cepa CD-1
pertenecientes a los grupos utilizados en las pruebas de marcadores de estrés
oxidativo. P con valor de 0.102, siendo p >0.05.

En higado, los tratamientos con fracciones proteicas obtenidas con arabinosa y

glucosa del extracto 2 mostraron una diferencia significativa con el control +.
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Grafica. 8- Concentracion de nitritos en higado de los ratones de la cepa CD-1
pertenecientes a los grupos utilizados en las pruebas de marcadores de estrés
oxidativo. P con valor de 0.102, siendo p >0.05.
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4.3 Actividad enzimatica de la catalasa
La actividad de catalasa en plasma no fue estadisticamente significativa con

ninguno de los tratamientos utilizados.

Grafica. 9 — Actividad de la enzima catalasa en plasma de los ratones de la cepa CD-
1 pertenecientes a los grupos utilizados en las pruebas de marcadores de estrés
oxidativo. P con valor de 0.102, siendo p >0.05.

En higado los tratamientos con fracciones proteicas obtenidas con arabinosa del
extracto 2 y glucosa del extracto 1 mostraron ser diferentes estadisticamente del

control +.
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Grafica. 10 - Actividad de la enzima catalasa en higado de los ratones de la cepa CD-
1 pertenecientes a los grupos utilizados en las pruebas de marcadores de estrés
oxidativo. P con valor de 0.102, siendo p >0.05.
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4.4 Peroxidacion lipidica en higado y plasma
La concentracion de MDA en plasma mostro ser estadisticamente significativa con

el tratamiento con fracciones proteicas obtenidas con sorbitol del extracto 2, siendo

mayor que el control +.

Grafica. 11 - Concentracion de MDA en plasma de los ratones de la cepa CD-1
pertenecientes a los grupos utilizados en las pruebas de marcadores de estrés
oxidativo. P con valor de 0.102, siendo p >0.05.

En higado el tratamiento con fraccion proteica obtenida con glucosa del extracto 1
mostro una diferencia significativa con el control +, regresando a una concentracion

normal.
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Grafica. 12- Concentraciéon de MDA en higado de los ratones de la cepa CD-1
pertenecientes a los grupos utilizados en las pruebas de marcadores de estrés
oxidativo. P con valor de 0.102, siendo p >0.05.
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Discusion.

Zuo et al (2012) reporté un rendimiento de lectinas de Pinellia ternata de entre el
90.4y 2.85 %. Muthukumar et al (2009) han reportado un rendimiento de lectinas
de Pleurotus sajor-caju de entre 13.28 y 9.58 %. Comparados con ellos, los
porcentajes que se obtuvieron de los extractos 1 y 2 son bajos, sin embargo
Valadez? et al (2011) mostraron que el rendimiento de lectinas de Phaseolus
acutifolius separadas con glicina fue de 0.586 %, el cual se aleja muy poco de los
rendimientos de lectinas obtenidas en cada fraccion proteica individual de este

trabajo, sobre todo las obtenidas del extracto 1.

La presencia de una concentracion muy similar de carbohidratos totales en los dos
extractos realizados son similares a lo reportado ya que el método de Salting Out
solo es especifico para proteinas y las variaciones entre esta técnica no deben tener

ningun efecto en la cantidad de carbohidratos presente en los extractos.

No se encontraron carbohidratos reductores con el método de DNS por lo que su

capacidad de interferencia es despreciable.

De acuerdo con Home (2004), en la naturaleza, la glucosa tiene un propdsito
estructural en plantas y es la base del almacenamiento de energia y combustible
tanto en el reino animal como en el vegetal, por lo que era de esperarse encontrar
una cantidad considerable de carbohidratos reductores, a los que la glucosa
pertenece. Sin embargo, la ausencia de estos no presenta contradiccion en los
resultados, ya que a pesar de que las plantas deben contar con una gran cantidad
de carbohidratos reductores, el proceso de Salting Out es especifico para proteinas
como se dijo anteriormente y en este caso no se logré extraer una cantidad de

carbohidratos reductores suficiente para ser cuantificable.

Después de la cromatografia de afinidad y su posterior didlisis se eliminé la
presencia de carbohidratos totales para que la actividad de las lectinas no se viera
bloqueada por la unién a los carbohidratos presentes en la planta o a los utilizados

en la cromatografia de afinidad.
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En el primer ensayo de hemaglutinacién con los extractos 1 y 2 en sus formas
crudas y dializadas se observa una marcada actividad hemaglutinante en los
eritrocitos de la sangre tipo A+ y O+, mientras que la sangre B+ apenas mostro
actividad. Ademas se muestra que ninguna de las disoluciones al 12.5% mostro

algun tipo de actividad hemaglutinante

Aunque en su generalidad las lectinas no reconocen a un grupo sanguineo
especifico como lo reportado por Rodriguez et al (2004), este ensayo muestra una
marcada especificidad de la actividad total de las lectinas hacia los grupos

sanguineos A+ y O+.

El extracto 1 muestra que la fraccion proteica con mayor actividad hemaglutinante
es la obtenida con glucosa. Se observa que presento hemaglutinacion en los 3 tipos
sanguineos del sistema ABO+, ademas de una marcada preferencia hacia
aglutinacion de eritrocitos de tipo O+ seguido del tipo A+. El B+ presento

hemaglutinacion pero a un grado muy bajo.

La fructuosa genero un mayor grado de hemaglutinacién en el tipo B+ pero al
disminuir la concentracién esta actividad se ve reducida. Hacia los tipos A+ y O+

presento capacidad aglutinante pero muy limitada (Grado 1).

Por otro lado, la fraccion obtenida con sorbitol presento una buena actividad

aglutinante en el eritrocitos tipo A+ y de forma muy reducida en los tipos A+y O+

Se observo que las fracciones proteicas de sorbitol y glucosa obtenidas a partir del
extracto 2 presentan un grado de aglutinacion mayor con el tipo O y A
respectivamente, en la fraccion de glucosa no se observa ninguna actividad

hemaglutinante en la sangre tipo B.

En la fraccién de arabinosa se observa que a una menor concentracion la actividad

es mayor en el tipo sanguineo A+.
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Hay que recordar que las estructuras que forman a los antigenos del sistema ABO
tienen en comun el oligosacarido fundamental que forma al grupo O+. Los antigenos
Ay B difieren del O por la adicién de un monosacarido extra, N-acetilgalactosamina
(para A) o galactosa (para B) unido por medio de un enlace a-1,3-glicosidico a una

galactosa integrante del antigeno O (Berg et al, 2007).

A pesar la presencia de galactosa en los tres grupos del sistema ABO+, el ensayo
no mostro ningun tipo de actividad en las fracciones obtenidas con galactosa. Por
otro lado y aunque el primer ensayo de hemaglutinacién con tipo B+ no mostro una
marcada actividad aglutinante, en los ensayos con las fracciones proteicas no se
presentd una diferencia significativa entre los grupos sanguineos, lo que confirma
lo reportado por Rodriguez et al (2004) ya que estas proteinas tipo lectina no se

pueden considerar afines a los antigenos del sistema ABO+.

La actividad hemaglutinante y el grado de hemaglutinacion de las fracciones de

glucosa y sorbitol en los dos extractos fue similar

La actividad de las fracciones obtenidas con arabinosa del extracto 1y fructuosa del
extracto 2 es muy pequeia en los 3 grupos sanguineos y su grado de aglutinacion

es bajo.

En la comparacion la actividad hemaglutinante de los extractos crudos y dializados
se observa que los dializados presentan una mejor actividad hemaglutinante.
Ademas, en las fracciones proteicas obtenidas de la cromatografia de afinidad se
observan grupos de eritrocitos compactos y menos aislados, que los observados
con los extractos crudos y dializados .Esto se debe a que los procesos de
semipurificacion eliminan cualquier tipo de molécula como las glicoproteinas,
glucolipidos y carbohidratos que pueda interferir en los procesos de
hemaglutinacién y en los ensayos in vivo posteriores, de esta manera podemos

afirmar que tenemos proteinas de tipo lectina al final de estos procesos.

La concentracién de nitritos no mostro ser estadisticamente significativa en plasma
entre ninguno de los grupos. En higado, los tratamientos con fracciones proteicas

obtenidas con arabinosa y glucosa del extracto 2 mostraron una diferencia
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significativa con el control +, regresando a estado similar al del control -, que no

recibioé ningun tipo de tratamiento.

Como ya se mencion0, las concentraciones de nitritos en plasma son el resultado

de la formacion y el consumo del NO, una de las principales RNS (Silva et al, 2008).

La disminucion de la concentracidon de nitritos como marcador biolégico nos indica
que los dos tratamiento con proteinas de tipo lectina obtenidas de tallo de Ruta
graveolens afines a arabinosa y glucosa del extracto 2 cuentan con una fuerte
actividad antioxidante y de acuerdo con Al-Mamun et al. (2016) existe una fuerte
relacion entre el aumento en el estrés oxidativo y un gran numero de enfermedades
cronicas, incluyendo el cancer, por lo que se infiere que estos tratamiento pueden

tener propiedades anticancerigena y/o antiproliferativas.

La actividad de catalasa en plasma no fue estadisticamente significativa con
ninguno de los tratamientos utilizados. En higado los tratamientos con fracciones
proteicas obtenidas con arabinosa del extracto 2 y glucosa del extracto 1 mostraron
ser diferentes estadisticamente del Control +, manteniendo niveles normales con
estos tratamientos. Estos resultados confirman lo mostrado con los niveles de
nitritos, siendo que las lectinas afines a glucosa y arabinosa presentan una alta

actividad antioxidante.

La concentracion de MDA en plasma mostro ser estadisticamente significativa con
el tratamiento con fracciones proteicas obtenidas con sorbitol del extracto 2. Sin
embargo esta mostro ser incluso mayor que la del control +, y estadisticamente
diferente al control -. Esto indica que las lectinas de Ruta graveolens afines a
Sorbitol pueden tener una actividad pro-oxidante a diferencia de las afines a glucosa
y arabinosa, lo cual es respaldado por Carrasco-Castilla (2012), que indica que
ciertas las lectinas pueden tener efectos pro-oxidantes, dependiendo del tipo de

lectina y de su concentracion utilizada.

En higado el tratamiento con fraccion proteica obtenida con glucosa del extracto 1
mostro una diferencia significativa con el control +, regresando a una concentracion

normal.
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La presencia de pequefias masas andmalas en la dermis cercana a la mama se
relaciona con el aumento en la concentracion de los marcadores de estrés oxidativo
en los diferentes grupos de ratones. La ausencia de estas masas en los grupos
tratados con las fracciones obtenidas con glucosa muestra la actividad antitumoral

de este tratamiento.

Se puede observar que los tratamientos con resultados antioxidantes mas efectivos
son los de lectinas afines a glucosa y esto no es de sorprenderse. Hay que tener
presente que la glucosa es uno los monosacaridos que se encuentran en mayor
concentracion en todos los seres vivos, con funciones estructurales en las plantas
(Home, 2004), teniendo ademas un rol central en los procesos de homeostasis y
metabolismo celular (Gould y Holman, 2015) e incluso participando en el proceso
apoptético de algunos tipos celulares (Federici et al., 2001; Maedler et al., 2001),
entre otras funciones. La union de lectinas con glucosa, y segun los resultados
mostrados, en menor medida con arabinosa, pueden activar una serie de procesos
como es la reduccioén en la proliferaciéon de células tumorales, aumento en el nimero
de macréfagos, el aumento de la susceptibilidad de las células tumorales al ataque
de los macroéfagos, y la mejora de la inmuno-competencia de los organismos

portadores de células tumorales. Hivrale e Ingale (2013) y Sunil et al. (2014)

La actividad de las fracciones proteicas afines a los mismos carbohidratos (glucosa
y sorbitol) pero obtenidas a partir de los extractos 1 y 2 mantienen una actividad
antioxidante muy similar. Aunque no presentan estadisticamente la misma
significancia en los 3 marcadores bioldgicos, las graficas (7-12) muestran la misma
tendencia a disminuir la concentracion de los marcadores en el caso de las
fracciones afines a glucosa, y aumentar la concentraciéon de los marcadores en el

caso de las fracciones afines a sorbitol.
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Conclusiones.

e Se obtuvo un rendimiento del 2,066% en el extracto 1 con un Salting Out al
2.5 M, casi el doble que del extracto 2 con un Salting Out al 0.15M, que fue
del 1,36% y por lo tanto menos eficaz en la extraccion de proteinas tipo

lectina.

e Los procesos de semipurificacion lograron generar extractos enriquecidos de

lectinas afines a diversos carbohidratos.

e La actividad hemaglutinante mejoro en relacibn a los procesos de
semipurificacion, tendiendo una mejor actividad en las fracciones proteicas
enriquecidas, en los extractos dializados y finalmente en los extractos crudos,

en ese orden.

e Las fracciones proteicas enriquecidas a partir del extracto 1 con mejor
actividad hemaglutinante fueron las afines a glucosa, fructuosa y sorbitol en

ese orden, aunque las diferencias son muy ligeras.

e La actividad hemaglutinante de las fracciones proteicas afines a glucosa y
sorbitol del extracto 2 son muy parecidas, mientras que la afin a arabinosa

presento una menor actividad.

e Los marcadores de estrés oxidativo (actividad de la enzima catalasa, la
concentracion de MDA vy Nitritos) muestran que las fraccion afines a glucosa

son las que presentan una mejor actividad antioxidante.

e La fraccidn proteica afin a arabinosa mostro respuesta antioxidante menor

comparada con la glucosa.
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e La fraccién afin a sorbitol se considera pro-oxidante segun la prueba de
MDA.

e La fraccion afin a fructuosa no mostro ningun tupo de actividad antioxidante

ni pro-oxidante.

e La actividad biolégica de las lectinas e independiente de la concentracion de

Salting Out utilizada en los extractos.
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