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APLT: Aminofosfolipido translocasa.

Anexina V-FITC: Proteina anticoagulante anexina V conjugada con el
compuesto fluorescente isotiocianato de fluoresceina.

BCD: B-ciclodextrina.

BHA: 3-t-butil-4-hidroxianisolona.

BHT: Hidroxitoluenobutilado.

BSA: Seroalbumina bovina.

BSF: Suero bovino fetal.

Ch: Colesterol.

COMT: Catecol-O-metiltransferasa

CPD-A;: Anticoagulante citrato/fosfato/glucosa/adenina.

DCF: 2°,7 "-diclorofluoresceina.

DCFDA: Diacetato de diclorodihidrofluoresceina.

DCFH,: 2,7 -diclorodihidrofluoresceina.

D.E.: Desviacion estandar de la media.

DHEAS: Dehidroandrosterona 3-sulfato.

DMSO: Dimetilsulfésido.

DPG: Difosfatidilglicerol 6 Cardiolipina.

DPH: 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno.

DTNB: 5-5"-dithiobis(2-acido nitrobenzoico).

FAME: Esteres metilicos de &cidos grasos.

FID: Detector de ionizacion de llama.

FITC: Isotiocianato de fluoresceina.

F-OH: Flavonoide

FSC: Forward scatter (dispersion frontal de luz)

GC: Cromatografia en fase gaseosa.

GC-MS: Cromatografia en fase gaseosa acoplada a espectrometria de masas.

GSH: Glutation reducido.

GSSG: Glutation oxidado.

Hb: Hemoglobina.

HBS;: Disolucion amortiguadora de HEPES 10 mM, KCI 150 mM, pH 7,4.

HBS;: Disolucion amortiguadora de HEPES 10 mM, NaCl 145 mM, pH 7,4.

HEPES: Acido N-[2-hidroxietil]piperacina-N’-[2-etanosulfénico].

HOOe: Radical perhidroxilo.

IAA: Acido indolacético.

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

MBCD: Metil-B-ciclodextrina.

MDA: Malonildialdehido.
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MetHb: Metahemoglobina.

MS: Espectrometria de masas.

NBD-PS: 1-Palmitoil-2-[6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)amino]hexanoil]-
sn-glycero-3-phosphoserine

NEM: N-etilmaleimida.

0,° : Radical superdxido.

OH°: Radical hidroxilo.

P: Polarizacion de fluorescencia.

PA: Acido fosfatidico.

PBS: Disolucién amortiguadora de fosfato sédico 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5.

PC: Fosfatidilcolina.

PDE: Fosfodiesterasa

PE: Fosfatidiletanolamina.

Pi: Fosforo inorganico (procedente de lipidos).

PI: Fosfatidilinositol.

PL: Fosfolipido.

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

PRP: Plasma rico en plaquetas.

PS: Fosfatidilserina.

PUFA: Acidos grasos poliinsaturados.

p/v: Peso/volumen.

PVP: Polivinilpirrolidona.

Q: Quercetina

Rf: Coeficiente de reparto.

R°: Radical libre

RNS: Especies reactivas de nitrogeno

RO°: Radical alcoxilo

ROO°*: Radical peroxilo.

ROOH: Hidroperdxido lipidico.
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Ru: Rutina
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SM: Esfingomielina.
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TBA: Acido tiobarbitrico.
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TBARS: Sustancias reaccionantes con el acido tiobarbiturico.
tBHP: Hidroperdxido de ter-butilo.

t-BuO°’: Radical butoxilo.

TCA: Acido tricloroacético.

TEAC: Actividad antioxidante equivalente en Trolox

THF: Tetrahidrofurano.

TLC: Cromatografia en capa fina.

TMA-DPH: 1-[4-(trimetilamonio)-fenil]-6-fenil-1,3,5-hexatrieno.
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CAPITULO I: Introduccién







Capitulo T Introduccion

1. LOS ERITROCITOS. GENERALIDADES

El eritrocito (del griego erythrose, rojo y kytos, recipiente con depresion),
también llamado hematie, es la célula roja de la sangre. En pajaros, reptiles y
camélidos tienen forma oval o eliptica. En el resto de los mamiferos, en su
forma circulante y normal, presenta forma de disco flexible bicdncavo, lo que
asegura la difusion rapida del oxigeno a las moléculas de hemoglobina situadas
en el interior del eritrocito.

En la especie humana, su diametro, que disminuye con la edad, es de
7,5 a 8,3 pym, su espesor aproximado es de 2 ym en la periferia y 1 pm en su
parte central y el volumen medio es de 83 pm?® con un &rea de
aproximadamente 145 pm?®. El exceso de superficie en relacién al volumen
contribuye a su deformacion, caracteristica de gran trascendencia en este tipo
de células, y al intercambio gaseoso con el entorno que les rodea. En el
hombre, el nimero medio de gldbulos rojos por mm® de sangre es de unos
5.400.000 £ 600.000 y en la mujer de 4.600.000 + 500.000, aunque este valor
varia con la edad, asi como con la altitud del medio donde se habita y el
ejercicio que se practica.

Los eritrocitos realizan la funcidon de transportar los gases O, y CO, por
medio de la hemoglobina (34 g/100 ml eritrocitos). El eritrocito tiene la
capacidad de deformarse, deslizarse y circular a través de los vasos sanguineos
junto a otras células, sin que se produzca su agregacion, fragmentacion o
fusidn. La estructura bicdncava, la deformacion vy las propiedades de superficie
del eritrocito vienen determinadas por tres componentes del mismo que
interactian entre si: la membrana, la hemoglobina y los componentes no
hemoglobinicos como sales, agua, enzimas, sustratos y cofactores.

El eritrocito se comporta como un osmdmetro, contrayéndose en
disoluciones hipertdnicas, con lo que adquiere una forma aplanada, mientras
que en disoluciones hipotdnicas se hincha y adopta formas esféricas, llegando a
producirse agujeros en su membrana plasmatica, lo que ocasiona una salida de
la hemoglobina al medio extracelular.

El eritrocito carece de algunos de los organulos que estan presentes en
sus células precursoras (los reticulocitos), como las mitocondrias, los ribosomas,
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el centriolo y las vesiculas de Golgi, pero tiene toda la maquinaria enzimatica
necesaria para conservar la hemoglobina (Moraleda y Corral, 1996).

El proceso de formacidn de los eritrocitos (eritropoyesis) tiene por objeto
mantener un ndmero relativamente constante de eritrocitos circulantes, que
aseguren el transporte de oxigeno a los tejidos. En las primeras etapas de la
vida embrionaria en humanos, los glébulos rojos primitivos se producen en el
saco vitelino, siendo posteriormente el higado, junto con el bazo y los ganglios
linfaticos, los encargados de su produccion. Durante el ultimo periodo del
embarazo y después del nacimiento hasta llegar a la adolescencia, se producen
en la médula désea, aunque a partir de los veinte anos tan sélo lo hacen en la
médula de los huesos membranosos (vértebras, esternén y costillas), ya que la
médula ésea de los huesos largos se vuelve grasa, siendo incapaz de producir
eritrocitos (Moraleda y Corral, 1996).

La vida media de los eritrocitos humanos en el torrente sanguineo es
aproximadamente de 100-120 dias, para ser eliminados después. Se han
propuesto varias hipdtesis acerca de cémo acontece el reconocimiento y la
eliminacion de los eritrocitos senescentes, que en todos los casos implican
alteraciones en su membrana, tales como: i) descenso de la densidad de carga
superficial; ii) descenso de la deformacion; iii) cambios en la asimetria lipidica,
por exteriorizacion de la fosfatidilserina; iv) exposicion de residuos (ej. B-D-
galactosil) que son reconocidos por receptores de los macrdfagos celulares; v)
exposicion del “antigeno de célula senescente” y unidon a su correspondiente
anticuerpo (Bartosz, 1990; Kuypers y de Jong, 2004). Esta Ultima hipdtesis es
ampliamente aceptada. La banda 3 se modificaria por asociacién con
hemicromos, actuando dicho conjunto como “antigeno de senescencia”, que se
unird con alta afinidad a sus anticuerpos sanguineos, activandose el
complemento, y favoreciéndose asi la fagocitosis de los eritrocitos alterados
(Pantaleo et al, 2008). La eliminacidon de los eritrocitos de la circulacion se
realiza por tres vias distintas: i) a través del bazo, cuando el eritrocito presenta
pequenas alteraciones; ii) por medio del higado y el bazo, si los cambios en el
eritrocito son elevados; iii) en la propia circulacién sanguinea, con liberacién de
sus componentes citoplasmaticos al plasma, cuando el eritrocito estd muy
deteriorado.

Para cumplir con eficacia su funcion y sobrevivir en la circulacién durante
120 dias, el eritrocito debe disponer de suficiente energia y de los componentes
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metabdlicos adecuados, a pesar de que la captacion, transporte y distribucion
de oxigeno no precisa de un gasto energético elevado. Los productos
generados en el catabolismo que tiene lugar en el eritrocito permiten mantener:
i) el hierro de la hemoglobina en forma divalente; ii) sus niveles de potasio
altos y los de sodio bajos en el interior celular, contra el gradiente de
concentracion impuesto por los niveles plasmaticos; iii) el glutation y los grupos
sulfhidrilos de la hemoglobina y otras proteinas eritrocitarias en estado
reducido.

La glucosa representa la principal fuente de aporte energético en el
eritrocito, la cual se metaboliza a través de dos rutas principales: glucdlisis
anaerobia y la ruta de las pentosas fosfato. La energia que le proporciona la
glucosa al hematie maduro se obtiene casi exclusivamente por la glucdlisis
anaerobia. El lactato y el piruvato formados por esta via difunden fuera del
eritrocito y se metabolizan en otros lugares. La funcién principal de la ruta de
las pentosas fosfato consiste en proporcionar NADPH a través de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, que convierte la glucosa-6-fosfato en 6-fosfogluconato
en un proceso dependiente de NADP*. El NADPH que se forma sera utilizado en
la reduccién del glutation oxidado (GSSG) de los eritrocitos por medio de la
glutation reductasa. Este glutation reducido es un potente agente antioxidante,
y se encarga también de mantener reducidos los grupo tioles de la
hemoglobina y de las proteinas eritrocitarias (Williams et al, 1975; Gaetani et
al, 1989).

El eritrocito también es capaz de utilizar otros sustratos diferentes a la
glucosa para obtener energia, tales como adenosina, inosina, fructosa, manosa,
galactosa y lactato. El empleo de estos sustratos es de especial interés en los
procesos de almacenamiento de sangre y eritrocitos.

Los eritrocitos maduros tienen una capacidad de sintesis muy limitada.
Pueden alargar las cadenas de los acidos grasos, pero no pueden sintetizarlos.
También pueden anadir grupos acilos a los lisofosfolipidos, con la participacién
de ATP y coenzima A, pero no pueden sintetizar lipidos de novo (van Deenen y
de Gier, 1964). Sin embargo, la composicién lipidica de la membrana
eritrocitaria (acidos grasos, fosfolipidos en general, fosfatidilcolina y colesterol,
en particular) puede verse alterada por intercambios constantes con los lipidos
plasmaticos (Murray, 1993). De hecho, se ha demostrado que la composicion
en acidos grasos de los fosfolipidos eritrocitarios puede modificarse con la dieta
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(Farquhar y Ahrens, 1963, Cazzola et al, 2004) y durante el envejecimiento
(Ogiso et al, 1985).

La hemoglobina, proteina mayoritaria del eritrocito, mantiene su estado
funcional gracias a la presencia de NADH y a la participacion de Ila
metahemoglobina reductasa, que se encarga de reducir el hierro de la
metahemoglobina, que se genera en pequefas proporciones en situaciones
normales, desde la forma trivalente a la divalente, revirtiendo asi la
hemoglobina a su forma funcional (Murray, 1993). Esta proteina juega también
un papel importante como regulador del pH sanguineo, aportando
aproximadamente el 70% del poder amortiguador. El tampon de hemoglobina
reducida/oxihemoglobina debe sus propiedades principalmente a la capacidad
de disociacién del grupo imidazdlico de la histidina unida al Fe** (Culebras,
1991).
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2. ORGANIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA
MEMBRANA ERITROCITARIA

2.1. COMPOSICION QUIMICA. ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE
LA BICAPA LIPIDICA

Las membranas bioldgicas estan constituidas por lipidos, gllcidos y
proteinas. Los lipidos se organizan formando una matriz lipidica con doble capa
molecular.

La membrana eritrocitaria constituye una barrera fisica entre el plasma
sanguineo y los componentes del interior del eritrocito. Esta membrana es
impermeable a las proteinas e intermediarios metabdlicos fosforilados vy
relativamente permeable a los cationes. En cambio, el agua y los aniones
atraviesan facilmente la misma. Las moléculas pequefias como la glucosa, la
manosa, la fructosa y la galactosa, utilizan una serie de transportadores que se
encargan del paso de estos componentes de forma bidireccional (Moraleda y
Corral, 1996).

Los primeros datos completos acerca de la composicion lipidica de la
membrana eritrocitaria proceden de los eritrocitos humanos, donde se observa
que la esfingomielina (SM, 25%) y la lecitina (PC, 29%) representan
aproximadamente el 50% de los fosfolipidos totales. La fosfatidilserina (PS,
15%) y la fosfatidiletanolamina (PE, 27,5%) constituyen el resto de los
fosfolipidos mayoritarios. En cambio, en los eritrocitos ovinos la SM (50%), la
PE (31%) y la PS (13%) representan los fosfolipidos mayoritarios, mientras que
a la PC sdlo le corresponde el 1% de los fosfolipidos totales (Billington et al,
1977; Marin et al, 1990). Un analisis pormenorizado de la composicién en
acidos grasos de los lipidos totales de eritrocitos humanos indica que los acidos
palmitico (16:0, 41%), estearico (18:0, 7,9%), oleico (18:1, 18,9%), linoleico
(18:2, 15,3%) y araquidodnico (20:4, 7,9%) son los mas abundantes, con una
razon saturacion/insaturacion de 0,9 (Williams et al, 1975; Rogiers et al, 1980).
El porcentaje mayoritario de los acidos y aldehidos grasos que forman parte de
los fosfolipidos corresponden a los acidos grasos saturados, representando el
50, 45, 48 y 67% de los acidos grasos totales en la PE, PS, PC y SM,
respectivamente. La SM presenta una composicion en acidos grasos con altos
contenidos en 22:0 (9%), 24:0 (19%) y 24:1 (20%), mientras que no se
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detectan los acidos grasos 18:2 y 20:4 (Rogiers et al, 1980; Laryea et al, 1988;
de Castro et al, 2008).

La membrana eritrocitaria estd compuesta en un 50% por proteinas,
habiéndose identificado unas diez proteinas mayoritarias, varias de ellas de
naturaleza glicoproteica (Beck y Tepper, 1991). Estas proteinas pueden
clasificarse en dos grandes grupos. Las de naturaleza intrinseca o integrales,
que atraviesan completamente la bicapa lipidica de la membrana,
interaccionando con sus componentes y se extraen con detergentes no idnicos.
Las periféricas se sitUan en la cara externa o en la parte citosolica de la
membrana, interaccionando electrostaticamente con las cabezas polares de los
lipidos de ambas monocapas, y se extraen con disoluciones salinas de alta
fuerza idnica.

Las proteinas integrales principales son la proteina de intercambio
anionico (banda 3) y las glicoforinas. La banda 3 es una glicoproteina
transmembranal, con su extremo carboxilo en la superficie exterior y su
extremo amino en la superficie citoplasmatica. Es una proteina
transmembranal, con diez pasos, conformando un tunel que permite el
intercambio de cloruros por bicarbonato. El extremo amino se une a numerosas
proteinas, tales como la hemoglobina, las proteinas 4.1 y 4.2, la anquirina y
varias enzimas glicoliticas (Murray, 1993) (véase Fig. I. 1).

Residuos de
carbohidratos

Bicapa lipidica
"4

<—Banda 4.2 “———— Glicoforina €

e.0 Actina

Aducina

\ Cadena 0. Cadena 3
. ESPECTRINA Banda 4.9 Tropomiosina
Tropomodulina
Banda 4.1
Fig. I. 1. Interacciones de las proteinas citoesqueléticas entre si y con ciertas

proteinas integrales en la cara citoplasmatica de la membrana del
eritrocito (Adaptacién de Alberts et al, 2002).
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Las glicoforinas A, B, y C son también glicoproteinas trasmembranales,
pero de un solo paso. La glicoforina A, que es muy abundante, esta constituida
por 131 aminoacidos y su molécula esta glicosilada en un 60%, localizandose
en ella aproximadamente el 90% de los &acidos sidlicos existentes en la
membrana eritrocitaria. Su extremo amino, que contiene 16 cadenas de
oligosacaridos, se proyecta hacia la superficie externa del eritrocito. El extremo
carboxilo se extiende en el citosol y se une a la proteina 4.1, que a su vez se
une a la espectrina. La glicoforina A también es capaz de unirse al virus de la
influenza y al Plasmodium falciparum. En el gran polimorfismo de esta proteina
reside la diferenciacion de los grupos sanguineos MN.

Un cierto nimero de proteinas del citoesqueleto de naturaleza periférica
se adhieren a la superficie interna de la membrana del eritrocito, y tienen
funciones importantes en la preservacion de la forma y en la flexibilidad celular.
La espectrina es la principal proteina del citoesqueleto. Esta formada por dos
polipéptidos entrelazados, y establece uniones con otras proteinas de la
membrana (Alberts et al, 2002). La anquirina es una proteina de forma
piramidal, que se une a la espectrina. A su vez, la anquirina se enlaza a la
banda 3 con lo que se asegura la adherencia de la espectrina a la membrana
(Murray, 1993). La proteina 4.1, de caracter globular, se une a la cola de la
espectrina y también a las glicoforinas A y C. Ademas puede interactuar con
ciertos fosfolipidos membranales, lo cual hace que conecte la bicapa lipidica con
el citoesqueleto.

Recientemente se ha descubierto un nuevo grupo de proteinas en la
membrana eritrocitaria, que se denominan proteinas “rafts”. Son de tipo
integral y se denominan estomatina (banda 7.2b) y flotilinas 1 y 2. Se asocian a
zonas de la bicapa enriquecidas en colesterol, esfingomielina, glicolipidos y
fosfolipidos con acidos grasos mayoritariamente saturados, y no pueden ser
extraidas con detergentes no idnicos a bajas temperaturas (Salzer y Prohaska,
2001).

Los lipidos y las proteinas constituyen la casi totalidad de la masa de las
membranas bioldogicas. La pequefia cantidad de glucidos presentes,
generalmente forma parte de las glicoproteinas y de los glicolipidos. Las
distintas membranas se diferencian entre si en las proporciones relativas de
proteinas y lipidos, lo que refleja la diversidad de papeles bioldgicos que
desempenan. Los fosfolipidos y los esteroles forman una bicapa lipidica con las
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regiones apolares de los lipidos enfrentadas en el centro de la bicapa y las
cabezas polares situadas hacia el exterior, asociandose los lipidos de cada
monocapa mediante interacciones hidrofdbicas, electrostaticas y/o puentes de
hidrégeno (Boggs, 1987). Las proteinas se incorporan a la bicapa lipidica
mediante interacciones electrostaticas con las cabezas polares de los
fosfolipidos (proteinas periféricas o extrinsecas) o por interacciones de tipo
hidrofdbico con las cadenas hidrocarbonadas de la bicapa (proteinas integrales
o intrinsecas) (Singer, 1974).

Singer y Nicolson (1972) Israelachvili (1978)
a = b

[y g y .\ -\\'w ﬁ .1

Sackmann (1995)

Fig. I. 2. Modelos de membrana (Mouritsen, 2005).

Singer y Nicolson en 1972 unifican las diferentes ideas que existian
acerca del modelo de membranas en décadas precedentes, y proponen un
modelo denominado “mosaico fluido”, en el cual los lipidos se organizan en un
mar lipidico en forma de bicapa, dénde los diversos mondmeros proteicos flotan
libremente, y la superficie de la bicapa lipidica esta en contacto directo con el
entorno acuoso (Fig. I. 2a). Este modelo ha evolucionado en la Ultima década,
sobre todo por lo que a la disposicién de las moléculas proteicas se refiere, a la
vista de las asociaciones que se establecen entre proteinas en el mismo plano
de la membrana, habiéndose propuesto otros modelos basados en el modelo
del “mosaico fluido” (Fig. I. 2b, c y d), en los que se considera la estructura en
bicapa con microdominios de diferente composicién lipido-proteica, distribuidos
irregularmente dentro de dicha bicapa (Dowhan y Bogdanov, 2002; Simons y
Vaz, 2004). La membrana es una estructura con gran dinamismo en la que
todos sus componentes estan sujetos a movimientos de rotacion y difusion

10
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lateral. Ademas, los lipidos pueden desplazarse desde una cara a otra de la
bicapa por un movimiento trasmembranal, también conocido como “flip-flop”
(Kohlwein, 1992).

En 1972 se describid por primera vez la organizacion asimétrica de los
fosfolipidos de la membrana de los eritrocitos humanos (Bretscher, 1972).
Dicho autor concluyé que entre un 70-80% de la PC y de la SM se localizaban
en el exterior de la bicapa, mientras que toda la PS y el 80% de PE se situaban
en el interior de la bicapa (véase Fig. I. 3). Este tipo de distribucion se asemeja
a la que presentan los eritrocitos de diversas especies de mamiferos, donde se
observa una localizacion preferente de los aminofosfolipidos en la monocapa
interna de la membrana, mientras que la monocapa externa contiene la mayor
parte de los fosfolipidos de colina (Zwaal et al, 1973; Zwaal et al, 1975; Marin
et al, 1990; Lopez-Revuelta et al, 2007).

100 SM
PC
% en la 80
lamina 60
externa
40
20
0
20
% en la 40
lamina
. 60
interna
80
100
Membrana Membrana Membrana
eritrocitaria eritrocitaria eritrocitaria
plasmdtica de higado de de plaqueta de
rata cerdo
Fig. 1. 3. Disposicion de los fosfolipidos en membranas plasmaticas de diversa

procedencia. Se representa la distribucion porcentual de los diferentes
fosfolipidos entre las laminas externa (columnas azules) e interna (columnas
naranjas) (Mathews et al, 2002). PC: fosfatidilcolina; PE:
fosfatidiletanolamina; PS+PI: fosfatidilserina +  fosfaditilionositol; SM:
esfingomielina.

11
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Estudios realizados en células eucarioticas, bacterias y virus también
ponen de manifiesto la existencia de una asimetria en la distribucion de los
lipidos y de las proteinas de sus membranas (Op den Kamp, 1979; Schroit y
Zwaal, 1991; Zachowski, 1993).

La hidrdlisis enzimatica con fosfolipasas es una de las técnicas
habituales que permiten conocer la disposicion que adoptan los fosfolipidos en
las membranas. La fosfolipasa A,, procedente del pancreas o de veneno de
abeja, degrada los glicerofosfolipidos, liberando el acido graso esterificado en la
posicion 2 del glicerol y el correspondiente lisofosfolipido (Roeleofsen y Op den
Kamp, 1988; Dumaswala et al, 1996). Tras el tratamiento de hidrdlisis en
condiciones de impermeabilidad celular, se cuantifican porcentualmente las
distintas clases de fosfolipidos y lisofosfolipidos existentes, de forma que los
porcentajes de lisofosfolipidos detectados corresponderan a aquellos
fosfolipidos situados en la monocapa externa de la bicapa lipidica.

La generacién y el mantenimiento de la disposicién asimétrica de los
lipidos en las membranas bioldgicas se lleva a cabo fundamentalmente a través
de mecanismos especificos que controlan el paso de los fosfolipidos de una cara
a otra de la bicapa lipidica, en los que participan los siguientes grupos de
enzimas:

1. Flipasas. Dentro de este grupo se engloba la aminofosfolipido
translocasa (APLT), que es una enzima dependiente de ATP que transporta
especificamente fosfatidilserina (PS), y con menor eficacia fosfatidiletanolamina
(PE), desde la monocapa externa de la bicapa lipidica de la membrana hacia la
monocapa interna de dicha bicapa, en contra del gradiente de concentracién de
ambos fosfolipidos, con el gasto de una molécula de ATP por molécula de
aminofosfolipido interiorizado (Seigneuret y Devaux, 1984; Connor y Schroit,
1987; Beleznay et al, 1993; Daleke, 2003; Devaux et al, 2008). La actividad
aminofosfolipido translocasica puede ser inhibida por N-etilmaleimida (NEM),
vanadato, fluoruro, oxidacién de sus grupos sulfhidrilo y concentraciones
micromolares de Ca** citopldsmico (Beleznay et al, 1997), asociandola con una
ATPasa de tipo P. Diversos estudios han revelado también que esta actividad
requiere la participacién coordinada y complementaria de una Mg®*-ATPasa y
una proteina de 32 kDa (Schroit y Zwaall, 1991).

12
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2.Flopasas o transportadores ABC (ATP binding cassette),
representan los transportadores mas numerosos asociados al gasto de ATP.
Estan ampliamente representados desde bacterias hasta organismos superiores.
En humanos se han descrito 50 transportadores ABC diferentes. En su mayor
parte estan constituidos por una Unica cadena polipeptidica con dos dominios,
uno altamente hidrofébico a través del que se inserta en la membrana, y forma
el poro de transporte y sitio de unidn al sustrato, y el dominio de unién a
nucledtidos, donde se ancla el ATP en presencia de Mg*® para su posterior
hidrolisis previa al proceso de transporte. Su forma activa requiere un estado
oligomerizado de la proteina. Este grupo de proteinas efectlian el transporte
unidireccional hacia el exterior de la célula de un amplio grupo de moléculas
inespecificas de caracter hidrofébico, que engloba esteroides, fosfolipidos,
multiples farmacos y compuestos xenobidticos (Balasubramanian y Scroit, 2003;
Devaux et al, 2008). Los transportadores ABC de tipo G, en su mayor parte, son
responsables del mantenimiento de la asimetria lipidica de la membrana
(Velamakanni et al, 2007). Otros transportadores, cuyos grupos mas
representativos son los tipos B1 (MDR1 o glicoproteina P), C1 (MRP1) y G2
(BCRP) confieren a las células resistencia a multiples farmacos, debido a su
capacidad para transportarlos fuera de la célula, ademas de llevar también a
cabo la exteriorizacion de diferentes clases de lipidos (Sarkadi et al, 2004). Los
transportadores ABC, inicialmente denominados flopasas, fueron descubiertos
en eritrocitos, donde se demostrd su capacidad de transportar fosfolipidos de
colina y aminados desde el interior de la célula a la superficie celular (Bitbol y
Devaux, 1988; Connor et al, 1992; Devaux et al, 2008). El proceso de
transporte se inhibe por agotamiento del ATP o por oxidacién de los grupos
sulfhidrilo de la proteina (Connor et al, 1992).

3. Escramblasas. Estas enzimas necesitan concentraciones micromolares
de Ca** citoplasmatico para su actividad, pero no requieren la hidrdlisis del ATP.
Su forma activa se comporta como un canal a través del cual difunden los
lipidos de forma inespecifica en sentido bidireccional en funcién de su
concentracion, lo que provoca una pérdida de la asimetria en pocos minutos,
ocasionando una exteriorizacién elevada de la fosfatidilserina (Smeets et al,
1994; Daleke, 2003; Devaux et al, 2008).

En resumen, la accién sincronizada y cooperativa de la APLT con las

flopasas contribuye a generar y mantener la asimetria de los fosfolipidos de la
membrana, con un desplazamiento lento de todas las clases de fosfolipidos

13
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hacia la cara externa de la membrana, y una interiorizacion mas rapida de los
aminofosfolipidos. La actividad escramblasica provoca la pérdida de esta
asimetria creada. Las concentraciones fisioldgicas de Ca*' citoplasmatico
mantienen la asimetria de los fosfolipidos, a través de los estados activos de la
APLT v las flopasas. Por el contrario, concentraciones de Ca** citoplasmatico
elevadas activan a las escramblasas, y bloguean la accion cooperativa de las
dos enzimas anteriores, produciendo la pérdida de la asimetria fosfolipidica
(Zwaal y Schroit, 1997) (véase Fig. L. 4).
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Fig. I. 4. Mecanismos de generacion y mantenimiento de la asimetria lipidica

en las biomembranas (Zwaal y Schroit, 1997).

Muchos estudios sugieren también que las proteinas del citoesqueleto,
como la espectrina en el caso de los eritrocitos, y la actina y la miosina en las
plaquetas, al interaccionar con los aminofosfolipidos pueden participar en el
mantenimiento de la asimetria lipidica (Devaux, 1991; Devaux, 1993;
Zachowski, 1993). Sin embargo, este tipo de interacciones son
termodinamicamente débiles y existen datos que demuestran que la asimetria
lipidica puede generarse y mantenerse en las membranas artificiales carentes
de proteinas del citoesqueleto (Beleznay et al, 1993; Bruckheimer et al, 1995).
Estos datos indican que el papel que juega el citoesqueleto en el
mantenimiento de la asimetria lipidica es menos importante que la actuacion
coordinada de APLT y flopasas (Zwaal y Schroit, 1997).

14
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2.2. ESTADO FISICO DE LA BICAPA LIPIDICA

El término fluidez, aplicado a las membranas bioldgicas, se define con
frecuencia como una propiedad biofisica que expresa cuantitativamente la
movilidad de las moléculas lipidicas en la membrana. Las moléculas de
fosfolipidos pueden desplazarse en la bicapa lipidica de diferente forma: i) por
difusion lateral en el plano de la bicapa; ii) por rotacion alrededor de un eje
perpendicular al plano de la bicapa; iii) por desplazamiento de una cara a otra
de la bicapa (movimiento transmembranal o flip-flop) (Schachter, 1984; Richter,
1987). Esta movilidad depende del tipo de cabeza polar, de la naturaleza de la
cadena hidrocarbonada de los fosfolipidos y del contenido en colesterol y
proteinas de la membrana (Muller y Krueger, 1986).

El cambio mas importante en la fluidez de las bicapas tiene lugar como
resultado de la transicién de la fase gel (minima fluidez) a la fase liquido-
cristalina (maxima fluidez). En la fase de gel los fosfolipidos se disponen de
manera que las cadenas hidrocarbonadas quedan en posicion todo “anti”. En
estas circunstancias, la movilidad rotacional y translacional estd muy limitada.
En cambio, en el estado liquido-cristalino las cadenas hidrocarbonadas pierden
la conformacion todo “anti”, pasando a estados mas desordenados
(conformacion “anti-gauche”), lo que aumenta la fluidez.

La temperatura a la cual la estructura sufre el paso de un estado
ordenado a un estado desordenado se conoce como temperatura de transicion.
Los fosfolipidos con altos contenidos de acidos grasos saturados y cadenas
carbonadas largas muestran temperaturas de transicidon altas con respecto a
sus homologos insaturados. La introduccién de dobles enlaces en la
configuracion “cis” en las cadenas carbonadas de los acidos grasos provoca una
considerable disminucién de la temperatura de transicién, con el consiguiente
incremento en la fluidez de la bicapa, como consecuencia de la distorsion
producida por la presencia de los dobles enlaces en la bicapa lipidica, lo que
provoca un descenso en la densidad del empaquetamiento de la cadena
hidrocarbonada (Chapman y Hayward, 1985).

La cabeza polar del fosfolipido es también un factor determinante de la

fluidez de membrana. La PC es un fosfolipido “fluidificador”, mientras que la SM
es un fosfolipido que “rigidifica” la membrana. Asi un aumento de la razén
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SM/PC provoca un descenso en la fluidez de membrana (Borochov et al, 1977;
Petkova et al, 1987).

Otro factor importante que afecta a la fluidez de las membranas es su
contenido en esteroles. El colesterol es un modulador de las propiedades fisicas
de la membrana (Demel y de Kruiff, 1976; Gomez-Fernandez y Goni, 1983). En
las membranas eritrocitarias se ha observado que el colesterol tiene un efecto
ordenante, disminuyendo la fluidez de la membrana. Este efecto se ve
aumentado cuando los acidos grasos tienen un elevado grado de insaturacién
(Colin et al, 1992).

Las proteinas también modifican la fluidez de las membranas, ejerciendo
un efecto similar al colesterol en la “fluidificacion” de las bicapas lipidicas
(Shinitzky y Barenholz, 1978).

La fluidez de la membrana tiene efectos significativos sobre sus
funciones. Cuando su fluidez aumenta también lo hace su permeabilidad al
agua y a otras moléculas hidréfobas pequefias. Los cambios en la fluidez de las
membranas estan intimamente relacionados con los procesos celulares que
tienen lugar a nivel de membrana, tales como el transporte mediado por
proteinas transportadoras, la actividad de las enzimas ligadas a la membrana, la
union de ligandos a receptores, la fagocitosis, la endocitosis, la exocitosis y los
fendmenos relacionados con la citotoxicidad, el crecimiento y la diferenciacién
celular (Spector y Yorek, 1985). Las alteraciones en la fluidez de la membrana
pueden influir en la actividad de ciertas enzimas, generalmente activandolas en
entornos fluidos (Petkova et al, 1987; Abel et al, 2001). Los procesos de
envejecimiento, la aterosclerosis o el cancer pueden producir cambios en la
fluidez de las membranas celulares, de modo que la alteracion de dicha fluidez
puede servir como parametro para evaluar la malignidad de determinados
tumores (Shinitzky, 1984).

La fluidez aparente de las bicapas lipidicas puede ser estimada mediante
medidas de anisotropia de fluorescencia (rs) en presencia de sondas
fluorescentes. Estas medidas indican el desplazamiento angular del fluoréforo
en el medio durante su estado de excitacion. Dicho desplazamiento depende de
la viscosidad del medio y del tamano y forma del fluoréforo. Un cambio en la
viscosidad del medio produce variaciones en la magnitud de los valores de rs,
de forma tal que un incremento en la fluidez (inverso de la viscosidad) del
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medio llevara consigo un aumento en la movilidad de la sonda, y por tanto, un
descenso en sus valores de rs (Shinitzky y Barenholz, 1978; Lakowicz, 1983).
Dos sondas fluorescentes que habitualmente se utilizan en este tipo de estudios
son el 1,6-difenil-1,3,5,-hexatrieno (DPH) y su analogo cationico, el 1-[4-
(trimetilamonio)-fenil]-6-fenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH), de localizacion en el
nlcleo hidrofdbico y en la regidn polar negativa-apolar de la bicapa lipidica,
respectivamente (Prendergast et al, 1981; Lentz, 1989; van Ginkel et al, 1989;
Lépez-Revuelta, 2005).

2.3. INFLUENCIA DE LA ASIMETRIA LIPIDICA EN EL
FUNCIONAMIENTO DE LA MEMBRANA

La composicion y la distribucion de los lipidos en las membranas
bioldgicas influyen de forma determinante en el grado de funcionamiento de
estas estructuras celulares.

I- Influencia sobre la actividad de proteinas de membrana

La configuracion, actividad y propiedades de muchos de los componentes
de la membrana, como las glicoproteinas, los receptores y los sistemas
enzimaticos, estan modulados por el entorno lipidico en el que se encuentran,
ya sea a través de la cabeza polar del fosfolipido y/o por el grado de fluidez de
la bicapa, entre otras causas (Muller y Krueger, 1986). Asi se ha demostrado
que enzimas como protein-quinasas C (Marsh, 1992), ATPasa-Na*® -K*
(Roelofsen y van Deenen, 1973) y ATPasa-Mg*? (Ronner et al, 1977) requieren
para su actividad de entornos ricos en fosfatidilserina (PS) vy
fosfatidiletanolamina (PE), mientras que en otros casos son entornos
hidrofdbicos inespecificos los que preservan la actividad enzimatica.

II- Intervencion en los procesos de coagulacion

La asimetria lipidica en la membrana de los eritrocitos y de las plaquetas,
y mas concretamente, la localizacion practicamente exclusiva de la
fosfatidilserina (PS) en la cara interna de la membrana plasmatica de estas
células en estado no activado, impide que se desencadenen los procesos de
coagulacion (Schroit y Zwaal, 1991). Cuando los eritrocitos pierden la asimetria
lipidica en sistemas in vitro en presencia de iondforos de Ca*, la actividad
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protrombinasica se estimula, induciéndose el proceso de la coagulacion (Martin
y Jesty, 1995). En enfermos diabéticos o con anemia falciforme, la salida de PS
hacia la superficie de la membrana eritrocitaria también induce la aparicién de
fendmenos de trombosis. Sin embargo, esta via de induccién de la coagulacién
no parece que desempefie un papel decisivo en el mantenimiento de la
hemostasis normal y en el desarrollo de la trombosis (Zwaal y Schroit, 1997).

La exteriorizacion de la PS en la membrana plaquetaria provoca una
propagacién eficiente del proceso hemostatico. Existen datos que demuestran
que la salida de PS es critica en la coagulacién, ya que la actividad
protrombinasica de las plagquetas se inhibe en presencia de fosfolipasas (Bevers
et al, 1982) o Anexina V (Thiagarajan y Tait, 1990), como consecuencia de la
hidrdlisis o el bloqueo de la cabeza polar del fosfolipido.

III- Reconocimiento celular

La organizacién lipidica de la membrana eritrocitaria afecta también al
reconocimiento de los eritrocitos por parte de los macréfagos y a su interaccion
con otras células. La pérdida de la asimetria lipidica en los eritrocitos
senescentes, que lleva consigo un aumento de PS en la cara externa de su
membrana, es una sefal de reconocimiento por parte de los macrdfagos, que
los fagocitan y eliminan de la circulacion (Schroit y Zwall, 1991; Devaux, 1993;
Connor et al, 1994; Kuypers y de Jong, 2004). Los macréfagos pueden
reconocer y fagocitar estructuras que exponen la PS en su superficie, como los
fantasmas de eritrocitos simétricos, los eritrocitos procedentes de pacientes con
talasemia o anemia falciforme, inhibiéndose esta unidn en presencia de
vesiculas que contienen PS. Este reconocimiento es debido a la expresion de
receptores para PS en la superficie celular del macréfago (Schwartz et al, 1985;
Pradhan et al, 1994; Kuypers y de Jong, 2004). Sin embargo, los macréfagos
parece que disponen de un umbral para el reconocimiento de la PS expuesta en
las superficie celular que les permite discernir entre células normales y células
apoptéticas (Borisenko et al, 2003).

El empleo de anexina V, una proteina que se une a la PS en presencia de
Ca*? (Raynal y Pollard, 1994), enmascara la PS presente en la cara externa de
la membrana y bloquea la fagocitosis de las células por parte de los macréfagos
(Krahling et al, 1999; Ldpez-Revuelta, 2005). Esta propiedad ha sido utilizada
para cuantificar la exteriorizacion de PS en la superficie celular en diversos
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sistemas, utilizando anexina V marcada con un fluoréforo (Koopman et al,
1994; Bennett et al, 1995; Martin et al, 1995; Arroyo et al, 2002).

Existen también otros tipos de receptores en los fagocitos que estan
implicados en la eliminacion de las células apoptoéticas (Savill, 1997). Asi, el
CD14 (Schlegel et al, 1999) y el receptor de LDL oxidadas (Sambrano y
Steinberg, 1995) han sido implicados en los procesos de reconocimiento de las
células apoptoéticas y de los eritrocitos dafados, pudiendo jugar, en parte, un
papel importante en el reconocimiento de los eritrocitos senescentes.

La capacidad de los eritrocitos para ser destruidos en respuesta a
distintas senales, entre ellas la exteriorizacion de la PS, puede ser interpretada
como una forma de apoptosis, en la que no existe la implicacion mitocondrial
(Bratosin et al, 2001). En eritrocitos se conoce como “eriptosis”, y cursa con
contraccion celular, vesiculacion de la membrana y exposicién de PS hacia la
superficie celular (Lang et al, 2006). Las células apoptdticas muestran una
fragmentacion del DNA y una serie de alteraciones morfoldgicas en las etapas
tempranas de la apoptosis, donde se observa también un incremento de la
exteriorizacion de PS, lo que permite su reconocimiento por parte de los
macréfagos (FadoK et al, 1992), y lo que demuestra la existencia de
mecanismos de reconocimiento comunes en eritrocitos no viables y células
apoptoticas por parte de los macréfagos (Kuypers y de Jong, 2004).
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3. PROCESOS OXIDATIVOS EN LAS MEMBRANAS
CELULARES

Los fendmenos de oxidacion bioldgica constituyen un problema de
creciente interés en las Ciencias Biomédicas, a causa de su posible implicacion
en distintos procesos patoldgicos, derivados todos ellos de alteraciones en el
funcionamiento celular (Comporti, 1993).

3.1. RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO

La oxidacién es un proceso que tiene lugar tanto en las plantas como en
los animales, y esta producido, entre otras causas, por la presencia de radicales
libres. En los organismos aerobios, el oxigeno, habitualmente utilizado en los
procesos de respiracion celular, se reduce en las mitocondrias por captacion de
cuatro electrones y forma la molécula de agua. Sin embargo, existen otras
oxidaciones bioldgicas que transfieren un menor nimero de electrones al
oxigeno, lo que provoca una reduccion parcial de esta molécula, generando
productos altamente reactivos que se conocen con el nombre de especies
reactivas del oxigeno (ROS), tales como anion superdxido (0;°), radical
perhidroxilo (HOO®) y radical hidroxilo (OH®). Los ROS se han vinculado con
mas de cien enfermedades, entre las que destacan el cancer y la aterosclerosis
(Halliwell, 1992).

El radical hidroxilo es la especie mas reactiva de las derivadas del
oxigeno. Reacciona con los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) eliminando un
atomo de hidrégeno de dicha molécula de acido graso (RH) para formar un
derivado que tiene un electrén desapareado (R*) (Halliwell, 1992). El radical
superdxido (02*) se genera por la transferencia de un solo electrén al oxigeno
en situaciones de disfunciéon de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial, durante el transporte de oxigeno por la hemoglobina, por efecto
de las actividades xantina oxidasica u Oxido nitrico sintasica en condiciones
subdptimas de sustrato, o durante la metabolizacion del acido araquiddnico
(Halliwell, 1992).

Los ROS pueden interaccionar con moléculas de su entorno, como DNA,

proteinas o lipidos, alterando su estructura-funcién. Cuando los radicales libres
reaccionan con los lipidos, el proceso recibe el nombre de peroxidacion lipidica
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(Slater, 1984; Halliwell, 1992). Dicho proceso (RH, acido graso; R’, radical
lipidico) transcurre en tres etapas (Llanillo et al, 1994; Porter et al, 1995;
Halliwell y Gutteridge, 1999):

In®+ RH ——> InH + R’ Iniciacion (1)

Radical libre
iniciador

R"+ 02 —> ROO*
Radical

peroxilo Propagacion (2)
ROO"+ RH —> R+ ROOH
Hiperéxido
lipidico

2ROO"—> [ROOOOR] ——> Productes no+ Oz  Terminacion (3)
reactivos

Los radicales OH®, HOO®, RO* y RO," y varios complejos oxigeno-hierro
son capaces de iniciar el proceso peroxidativo, formando un radical lipidico (R®)
que reaccionan con el oxigeno molecular en el interior de las membranas, para
formar los radicales peroxilo correspondientes (ROO®). Si la concentracion de O,
es baja, los radicales lipidicos pueden reaccionar con otros componentes de la
membrana como los grupos —SH de las proteinas. Los radicales peroxilo pueden
atacar los dobles enlaces de los PUFA cercanos para formar hidroperéxidos
lipidicos (ROOH) y nuevos radicales libres de acidos grasos (R®), siendo éste el
paso limitante de la reaccion de peroxidacion. Durante las reacciones de
peroxidacion, los radicales lipidicos también pueden interaccionar con las
proteinas de la membrana y con otros tipos de biomoléculas, formando nuevos
compuestos por los entrecruzamientos que se establecen entre ellos. Ademas,
los radicales lipidicos pueden sufrir procesos de fragmentacién, ciclacion vy
reordenamientos moleculares, dando lugar a una gran variedad de productos
finales de la peroxidacion (epoxidos, malonidialdehido (MDA), 4-hidroxinonenal,
hidrocarburos gaseosos como etano y pentano, etc.)(Wills, 1987; Halliwell y
Gutteridge, 1999).

El Fe’* puede participar en las reacciones de transferencia de electrones
con el oxigeno, originando el anion superoxido, que a su vez puede dismutar a
H,0,, dando lugar a la formacion de radicales OH®, a través de una reaccion
catalizada por metales pesados (reaccion de Fenton):

Fe2* + O2 (:) Fe3* + O2-*
202-*+ 2H* —> H202 + O2

Fe?* + H2O2 ——> Fe3* + OH- + OH*
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Por tanto, la presencia de Fe?* en un medio rico en lipidos insaturados
con alto contenido en O,, como sucede en el eritrocito, es un sistema inductor
de la peroxidacion lipidica (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Los hidroperoxidos lipidicos formados durante la etapa de
propagacién son moléculas relativamente estables a temperaturas fisioldgicas,
que se descomponen de manera espontanea por el calor o mediante reacciones
catalizadas por metales de transicién, formando radicales alcoxilo (RO®) vy
peroxilo (ROO®). El Fe** y ciertos quelatos de Fe?* catalizan estos procesos de
descomposicion, formando nuevos radicales lipidicos y peroxilos que propagan
la reaccién en cadena de la peroxidacion:

ROOH + Fe?*-quelato ——> ROOH + Fe?*-quelato + OH- + RO*
Hidroperéxido Radical
lipidico alcoxilo

RO®*+ RH ——> ROH + R*

ROOH + RO*——> ROO*+ ROH
Radical
peroxilo

El Fe’* y ciertos quelatos de Fe** pueden descomponer también los
peroxidos en radicales peroxilo:

ROOH + Fe3*-quelato —> Fe?*-quelato + H* + ROO*®

La adicién de iones de hierro no inicia la peroxidacion lipidica en un
sistema libre de peroxidos lipidicos, pero estimula el proceso cuando existen
peroxidos preformados, ya que facilita su descomposicion, generando radicales
peroxilo. Muchos otros iones metalicos tampoco pueden estimular la
peroxidacion por si mismos, pero asociados a las membranas pueden facilitar la
peroxidacion lipidica bajo ciertas condiciones (Halliwell y Gutteridge, 1999).

3.2. IMPLICACIONES DEL ESTRES OXIDATIVO SOBRE LA
ESTRUCTURA-FUNCION DE LA MEMBRANA

El estrés oxidativo es un proceso que produce alteraciones en la célula a
nivel estructural, debido a las variaciones que experimenta su composicion
quimica, lo que conlleva una desorganizacion de la membrana y cambios
importantes en sus propiedades fisicas y funcionales (Slater, 1984).
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3.2.1. Efecto sobre la composicion lipidica

El grado de susceptibilidad de las membranas celulares al dafio oxidativo
viene marcado por la proporcion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
presentes en las mismas (Slater, 1984), por el nimero de dobles enlaces en el
acido graso (Wills, 1987) y por la concentracion de vitamina E enddgena
presente (Dinis et al, 1993). Los eritrocitos son muy susceptibles al dano
oxidativo debido a la presencia de altas concentraciones de acidos grasos
poliinsaturados en sus membranas, al alto contenido en iones ferrosos
acomplejados y al oxigeno transportado por la hemoglobina (Sadrzadeh et al,
1984). La peroxidacion produce una disminucion del contenido en acidos grasos
poliinsaturados de las membranas, y un incremento paralelo de los productos
derivados de la peroxidacion, alterando las caracteristicas estructurales y fisicas
de la bicapa lipidica de dichas membranas (Gutteridge y Halliwell, 1990; Dinis et
al, 1993; Martin-Valmaseda et al, 1999; Lopez-Revuelta et al, 2005). El proceso
oxidativo provoca pérdidas de material lipidico, con descensos preferentes de
los contenidos de PE y PC en los eritrocitos de conejo oxidados, potenciadas
dichas pérdidas en los eritrocitos con bajos contenidos de colesterol (Lopez-
Revuelta et al, 2005). En los eritrocitos humanos, el proceso oxidativo también
provoca descensos en los contenidos de los diferentes fosfolipidos (Deuticke et
al, 1986; Mawarati y Murakami, 2001).

En las membranas eritrocitarias se ha demostrado la existencia de una
correlacion positiva entre las concentraciones de acidos grasos poliinsaturados y
el grado de peroxidacion de la membrana, siendo los acido araquiddnico (20:4n-
6) y docosahexaenoico (22:6n-6) los mas susceptibles a la oxidacion, mientras
que los acidos grasos con dos o menos dobles enlaces apenas sufren
transformaciones (Clemens y Waller, 1987).

La oxidacion de las distintas clases de fosfolipidos depende de su
estructura, asi como de las condiciones de peroxidacion, produciéndose en el
proceso distintos tipos de productos oxidados, como los hidroperdxidos
(ROOH), los radicales peroxilo (ROO®) y los aldehidos de cadena corta (Kawai et
al, 1999). Los hidroperdxidos de los acidos oleico, linoleico y araquiddnico
estimulan la actividad de la proteina quinasa C, lo que constituye una respuesta
temprana al dafio oxidativo (O'Brian et al, 1988). La PC suele generar
hidroperoxidos mas estables que la PE. (Spiteller, 1996). La PE, con altos
contenidos en acido araquiddnico, forma hidroperdxidos inestables, que por
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fragmentaciéon dan lugar a la generacién de productos aldehidicos de cadena
corta (Guo et al, 1995; Uchida, 2003). Estos productos son responsables de los
efectos fisiopatoldgicos observados en células y tejidos en el estrés oxidativo
(Uchida, 2003).

Los productos de oxidacion en la regidon hidrofébica de la membrana
producen una desestabilizacién del empaquetamiento de la bicapa lipidica, con
interacciones diversas entre los componentes de las monocapas. Asi, la
formacién de hidroperdxidos lipidicos disminuye la interaccion entre cadenas
adyacentes de fosfolipidos, incrementandose asi el area ocupada por éstos (van
den Berg et al, 1993; van Ginkel y Sevanian, 1994). Las disminucion del
empaquetamiento de las cadenas acilicas de los fosfolipidos en la parte superior
de la bicapa provoca un incremento en la penetracion de las moléculas de agua
(Parasassi et al, 1995), aumentando el caracter hidrofilico de esta region de la
membrana, |0 que ocasiona un aumento de la permeabilidad de la bicapa
lipidica a los protones, los aniones y ciertos cationes (Vladimirov et al, 1980;
Comporti, 1993).

El colesterol, al igual que los fosfolipidos, también sufre el ataque de los
ROS, generando una gran variedad de productos de oxidacién. Los radicales
peroxilo producen oxisteroles del tipo 38, 7-dioles (a y B), 7-cetocolesterol y 5-
6- epdxidos de colesterol (Smith, 1996). Este ultimo producto también puede
generarse mediante accion enzimatica de las lipooxigenasas y las epoxidasas
que se activan con el dafio tisular (Spiteller, 1996). Los oxisteroles generados
tras la oxidacion del colesterol presentan diferentes niveles de toxicidad, y
estan relacionados con diversos procesos cronicos como la aterosclerosis, el
cancer y el envejecimiento.

3.2.2. Influencia sobre el estado fisico y la asimetria lipidica de la
membrana

Un factor determinante del estado fisico de la membrana, su grado de
fluidez, se ve afectado por el estado de peroxidacion de la bicapa lipidica.
Cuando los radicales libres interaccionan con los lipidos de la membrana, los
acidos grasos poliinsaturados se oxidan, lo que en general ocasiona un
aumento en el orden y en la viscosidad de la bicapa lipidica y un incremento del
intercambio de fosfolipidos entre las dos monocapas, como consecuencia de la
desestabilizacion de la estructura en bicapa (Slater, 1984; Richter, 1987; Dinis
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et al, 1993). Los lipidos oxidados pueden interaccionar con las cadenas acilicas
adyacentes, con las cabezas polares de los fosfolipidos, o con las proteinas,
estableciendo uniones covalentes que forman entrecruzamientos muy estables,
incrementando la rigidez de la membrana, y en consecuencia, disminuyendo
tanto la movilidad de sus componentes, como el volumen de la bicapa (Tirosh
et al, 1997).

Los estudios de polarizacion de fluorescencia llevados a cabo con DPH en
eritrocitos (Han et al, 1992; Lépez-Revuelta et al, 2005), plaguetas (Martin-
Valmaseda et al, 1999), microsomas de reticulo sarcoplasmico y liposomas
(Dinis et al, 1993), muestran un descenso de la fluidez de la regién hidrofdbica
de la bicapa lipidica por efecto de la peroxidacion. La peroxidacion lipidica
inducida por fenilhidrazina en la membrana eritrocitaria también produce un
incremento de su microviscosidad, a través del aumento de las interacciones
lipido-lipido, lo que ocasiona un incremento en su empaquetamiento, aunque
disminuyen las interacciones lipido-proteina (Rice-Evans y Hoschtein, 1981). En
cambio, la estimulacion de la peroxidacion con un agente generador de
radicales libres en sistemas acuosos (AAPH) no produce cambios en la fluidez
de la membrana eritrocitaria (Sato et al, 1995).

Durante el envejecimiento celular se produce un aumento de la
peroxidacion en las membranas, que junto con el incremento de colesterol,
provocan disminuciones en la fluidez de las membranas de las células
envejecidas (Choi y Yu, 1995). Sin embargo en los eritrocitos envejecidos se
han aportado datos contradictorios acerca del efecto de la peroxidacion sobre la
fluidez en las diferentes regiones de la membrana eritrocitaria. Tozzi-Ciancarelli
et al (1989) indican que la peroxidacion induce perturbaciones en la membrana,
que provocan aumentos en la fluidez del centro de la bicapa, en cambio, la
superficie se hace mas rigida. En otros casos, el envejecimiento eritrocitario se
asocia con aumentos significativos de los hidroperdxidos lipidicos, acompaiiado
de un descenso en la fluidez de la membrana (Yanagawa et al, 1999).

Durante el envejecimiento celular se han descrito cambios en la
disposicion asimétrica de los fosfolipidos de las membranas, a consecuencia de
los procesos peroxidativos que tienen lugar (Schroeder, 1984). El dafo
oxidativo produce en el eritrocito la pérdida de asimetria, que va acompanada
de cambios morfoldgicos, alteraciones en las propiedades biofisicas y en la
carga superficial de la membrana, junto con un aumento de los contenidos de
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MDA (Jain y Shohet, 1984; Han et al, 1992; Dumaswala et al, 1997; Shiono,
2003; Lopez-Revuelta et al, 2005; Lopez-Revuelta et al, 2007). Esta pérdida de
asimetria puede ser debida fundamentalmente a un aumento de Ila
translocacion de los fosfolipidos tras el proceso de peroxidacion (Richter, 1987).
Otra explicacion para esta pérdida de asimetria puede estar fundada en la
pérdida de fosfolipidos de la cara interna de la membrana hacia el citosol, como
consecuencia de la interaccion de éstos con los productos de oxidacion de la
hemoglobina generados tras el dano oxidativo (Moxness et al, 1996).

Estudios recientes han demostrado que existe una relacion entre el
aumento de los ROS y la exteriorizacion de la PS hacia la superficie de la
membrana en los eritrocitos (Banerjee y Kuypers, 2004; Lopez-Revuelta et al,
2007). El dafo oxidativo inducido /in vitro a través del sistema Cu(II)/ascorbato
también provoca una salida de los aminofosfolipidos hacia la cara superficial
externa del eritrocito. La presencia de eritropoyetina en este sistema reduce
parcialmente la generacion de radicales OH®, previniendo parcialmente la
pérdida de asimetria lipidica observada (Chattopadhyay et al, 2000). La PE
cuenta con una alto contenido en acidos grasos poliinsaturados en comparacion
con otros fosfolipidos, por lo que es mas susceptible al dano oxidativo, lo que
puede inducir la salida de la PE oxidada hacia la monocapa externa de forma
espontanea o a través del transporte selectivo conducido por la escramblasa
(Dumaswala et al, 1997).

Debido a que el proceso de peroxidacion lipidica en membranas es
complejo y se forman gran variedad de productos, la estructura, el
ordenamiento y la orientacién de los componentes de la membrana se
encuentran profundamente alterados, modificandose la fluidez de la bicapa
lipidica. Todo ello lleva asociado cambios en las propiedades antigénicas,
aumento en la permeabilidad a ciertos iones como el Ca®* y descensos en la
resistencia eléctrica de la membrana (Richter, 1987).

3.2.3. TImplicaciones fisiologicas del dafio oxidativo. Repercusiones en
el eritrocito

Algunos procesos fisioldgicos que tienen lugar en los organismos, tales
como la sintesis de prostaglandinas, la fagocitosis y el envejecimiento celular,
van asociados a procesos oxidativos (Choi y Yu, 1995), asi como distintos tipos
de diferenciacion celular (Tsatmali et al, 2006; Buggisch et al, 2007).
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Las alteraciones estructurales producidas en la célula como consecuencia
del estrés oxidativo, que han sido descritas en los apartados anteriores,
conllevan la pérdida de funcionamiento celular, y en muchos casos, una pérdida
también de la integridad celular, que desencadena la muerte celular (Slater,
1984; Gutteridge y Halliwell, 1990; Dinis et al, 1993; Porter et al, 1995).

Los radicales libres y la peroxidacién lipidica estan involucrados en el
dano celular y tisular que se observa en un amplio nimero de enfermedades,
estimandose que estan vinculados a mas de 100 situaciones patoldgicas, tales
como las anemias hemoliticas, las disfunciones reproductoras, las atrofias
musculares, la aterosclerosis, la artritis reumatoide, el cancer, los dafos
pulmonares (Halliwell y Gutteridge, 1984; Halliwell, 1992) y la diabetes
(Dominguez et al, 1998; Martin-Gallan et al, 2003), entre otros.

Los cambios en la permeabilidad de la membrana producen alteraciones
celulares tales como la pérdida de la funcidn respiratoria, con posterior lisis de
la mitocondria, asi como la vesiculacion del reticulo endoplasmico y la
degradacion de los lisosomas (Vladimirov et al, 1980).

La exteriorizacion de la PS producida durante la oxidacién de los
eritrocitos con hidroperdxido de ter-butilo provoca un incremento de su
fagocitosis, acompanado también de un aumento de PE en la superficie
eritrocitaria (LOpez-Revuelta et al, 2007). La acumulacién de PS en la cara
externa de la membrana es responsable del reconocimiento de la célula
apoptotica por parte de los macréfagos (Kagan et al, 2000; Tyurina et al,
2004a; Tyurina et al, 2004b). La exteriorizacion de los aminofosfolipidos,
especialmente por lo que se refiere a la PS, debe ir asociada a una inactivacion
de la aminofosfolipido translocasa (APLT) acompanada de la activacion de las
escramblasas, como paso previo a la pérdida de la asimetria. Este aumento en
la superficie eritrocitaria de los aminofosfolipidos también podria producirse
como consecuencia de los incrementos micromolares de Ca** citoplasmatico
que tienen lugar en las fases preliminares de la eriptosis (apoptosis eritrocitaria)
mediada a través de ROS (Kagan et al, 2000). Otros estudios experimentales
también han puesto de manifiesto que el estrés oxidativo inhibe la actividad
APLTasica de los eritrocitos (Mandal et al, 2002; Banerjee y Kuypers, 2004;
Lépez-Revuelta et al, 2007), a través de la oxidacion de sus cisteinas que son
esenciales para la actividad de la enzima (Devaux, 1988; Fabisiak et al, 2000),
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lo cudl podria también ser causa de la exteriorizacién de PS observada en el
eritrocito oxidado.

La apoptosis produce la oxidacion selectiva de la PS, como proceso
previo a su exteriorizaciéon (Kagan et al, 2000). Esta forma oxidada podria
actuar como ‘“escramblasa no enzimatica”, estimulando la salida de las
diferentes clases de aminofosfolipidos hacia la superficie celular (Tyurina et al,
2004a), con una salida minoritaria de PE (Fadok et al, 1992; Fabisiak et al,
2000).

La toxicidad bioldgica de los ROS en el eritrocito se manifiesta también
por un incremento en su fragilidad osmoética (LOpez-Revuelta et al, 2007), junto
a cambios en su morfologia, que se traducen en la aparicién de esferocitosis
(El-Missiry y Abou-Seif, 2000; Lopez-Revuelta et al, 2007). Este dafno oxidativo
es producido generalmente a través de la oxidacion de la hemoglobina a
metahemoglobina, con posterior transformacion irreversible de ésta en
hemicromos, que actian como radicales libres atacando a los componentes de
la membrana (Rice-Evans, 1990).

Los eritrocitos son estructuras celulares sumamente sensibles al dafio
por radicales libres, y por ello manifiestan cambios estructurales y funcionales
en diferentes patologias asociadas al estrés oxidativo, como en la aterosclerosis
coronaria (Dincer et al, 1999) y en el cancer de pulmdn (de Castro et al, 2008),
observandose en muchos casos un descenso en la defensa antioxidante, lo que
ocasionara una propagacion del dafo oxidativo en el organismo (Guven et al,
1999).
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4. SISTEMAS INTRACELULARES DE DEFENSA FRENTE
AL DANO OXIDATIVO

Las células aerdbicas han desarrollado mecanismos de desintoxicacion o
sistemas antioxidantes que las protegen de los efectos perjudiciales de los
radicales libres. El dafio celular se produce cuando existe un desequilibrio entre
la formacién de radicales libres y los sistemas encargados de su eliminacion,
con un predominio de los primeros que conduce al desarrollo del estrés
oxidativo (Halliwell, 1992).

La célula dispone de diferentes mecanismos de proteccion frente al dafio
oxidativo:

1) Mecanismos de prevencion. El plasma sanguineo contiene
moléculas como la transferrina, la ferritina o la ceruloplasmina, que secuestran
los iones metalicos capaces de catalizar las reacciones desencadenantes de los
procesos peroxidativos (reaccion de Fenton). La melanina y los carotenoides
son pigmentos que protegen a las células de las radiaciones, evitando los
procesos peroxidativos (Halliwell y Gutteridge, 1999).

2) Mecanismos de interrupcion. Las células estan dotadas de
sistemas enzimaticos y no enzimaticos que bloquean las reacciones de
oxidacion. Diversas sustancias reductoras intracelulares de naturaleza hidrofilica
o lipofilica tienen efectos antioxidantes, ya que se encargan de captar los
radicales libres que aparecen en su entorno, protegiendo asi a los diversos
compartimentos intracelulares de los procesos oxidativos. Entre los compuestos
de caracter hidrofilico se encuentran el ADP, el acido ascdrbico, el acido Urico,
la taurina y las moléculas con grupos tioles como el glutation.

Los eritrocitos poseen una amplia defensa antioxidante frente a los
radicales libres que inducen el estrés oxidativo, siendo el sistema glutation
reducido/glutation oxidado (GSH/GSSG), en el que predomina la forma reducida
(99%), el sistema de defensa antioxidante mas importante para este tipo de
células. El glutation reducido cumple una doble misién en el interior del
eritrocito: i) evita la oxidacidn de los grupos sulfhidrilo presentes en los
residuos de cisteina de diversas proteinas (enzimas, hemoglobina o proteinas
de membrana); ii) interviene en los procesos de descomposicién de peroxidos
(H,0,, perdxidos lipidicos) que se forman en el eritrocito. El GSH se oxida a
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través de la reaccion catalizada por la glutation peroxidasa, en la que se utilizan
como sustratos los perdxidos (ROOH y H,0,), constituyendo un importante
mecanismo de destoxificacion. La disminucion de los niveles de glutation
reducido en tales circunstancias supone un elevado riesgo de oxidacion y, por
tanto, de alteracién en la estructura-funcion del eritrocito (Clemens y Waller,
1987; Rice-Evans, 1990; Banerjee y Kuypers, 2004).

Los carotenos y los tocoferoles (vitamina E) son los principales
antioxidantes lipofilicos (Mahfouz y Kummerow, 2000), ejerciendo su accion
tras incorporarse a la membrana. La membrana eritrocitaria contiene unos
niveles de o-tocoferol practicamente constantes durante toda la vida del
eritrocito. Este compuesto impide la propagacion de las reacciones de
peroxidacién mediante la cesion de un atomo de hidrégeno al radical peroxilo
(ROO®). Los hidroperdxidos formados (ROOH) se descomponen es sustancias
no tdxicas por accion de la glutation peroxidasa. Los radicales a-tocoferoxilo (o-
Toc®) son muy estables, pero pueden ser reducidos nuevamente a a-tocoferol
en la membrana por accién del ascorbato citoplasmico o extracelular a bajas
concentraciones, o por el glutation reducido (Sies, 1993; Halliwell y Gutteridge,
1999; Chung y Benzie, 2000). El ascorbato oxidado puede ser regenerado en el
citoplasma del eritrocito por accion de la dehidroascorbato reductasa
dependiente de GSH (May et al, 1996). Por tanto, la accién combinada del o-
tocoferol y el ascorbato tendra un caracter protector destacado frente a la
peroxidacion eritrocitaria.

Los plasmaldgenos también desempefian un papel protector frente al
estrés oxidativo, ya que en los procesos peroxidativos inducidos por hierro
protegen a los PUFA a través de su funcién vinil-éter, captando el radical libre
(Sindelar et al, 1999).

Las células también disponen de mecanismos enzimaticos que eliminan
los radicales libres generados, lo que evita la propagacién del daino oxidativo. El
eritrocito estd sometido a un intenso estrés oxidativo debido a su funcion,
habiéndose puesto de manifiesto en dicha célula la presencia de estos
mecanismos (Fig. I. 5).
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Fig. I. 5. Mecanismos enzimaticos de defensa antioxidante en el eritrocito

(Rice-Evans, 1990).

Bajo la denominacion de superdxido dismutasa (SOD) se engloba un
grupo de metaloproteinas que se encargan de la eliminacion del anién
superdxido. El eritrocito cuenta con altas concentraciones de esta enzima en el
citosol (isoforma dependiente de Cu y Zn). Esta enzima cataliza la dismutacion
del anion superoxido en peréxido de hidrégeno. A su vez el H,0, es
descompuesto por la catalasa y/o la glutation peroxidasa en H,O y O,. En
general, la catalasa presenta baja afinidad por este sustrato, y por tanto actla
solamente cuando las concentraciones de H;0O, son elevadas en el medio. A
concentraciones fisioldgicas, la descomposicion del peroxido de hidrégeno se
lleva a cabo por la glutation peroxidasa (Dumaswala et al, 1999; Halliwell y
Gutteridge, 1999), enzima que se encarga también de degradar los peroxidos
lipidicos en alcoholes, productos ya carentes de poder oxidante. Las reacciones
catalizadas por la glutation peroxidasa son dependientes de GSH, que se
transforma en glutation oxidado, regenerandose de nuevo a la forma reducida
mediante la participacién de la glutation reductasa y el NADPH procedente del
ciclo de las pentosas fosfato (Rice-Evans, 1990; Kurata et al, 1993; Halliwell y
Gutteridge, 1999; Mahfouz y Kummerow, 2000; Banerjee y Kuypers, 2004).

3) Mecanismos de reparacion. La célula esta dotada de equipos
enzimaticos (proteasas, fosfolipasas y enzimas reparadoras de DNA)
encargados de reparar los dafos producidos por los procesos oxidativos. La
fosfolipasa A, participa en la reparaciéon, hidrolizando preferentemente los
acidos grasos de los fosfolipidos de la membrana que han sufrido peroxidacion,
proceso que es extraordinariamente rapido (van den Berg et al, 1993). Los
acidos grasos peroxidados en estado libre son susceptibles de ser degradados
por la glutation peroxidasa (van Kuijk et al, 1987). Posteriormente, el
lisofosfolipido presente en la membrana incorpora un nuevo acido graso
mediante un proceso de reacilacién (van den Boom et al, 1996).
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5. FLAVONOIDES. GENERALIDADES

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de sustancias
(mas de 8.000) presentes en el reino vegetal, aunque también existen
compuestos de caracter sintético, que en su mayoria son potentes
antioxidantes. Todos ellos comparten una estructura comun, un grupo fenol, al
que pueden asociarse nucleos aromaticos con diversos tipos de sustituyentes,
predominando los grupos hidroxilos (Visioli et al, 2000). Sus estructuras
quimicas les permiten donar hidrégeno/electrones a los radicales libres, lo que
les confiere el caracter antioxidante. En estudios /in vitro se ha demostrado que
muchos polifenoles son mejores antioxidantes que las vitaminas C y E. La
eficacia de estos antioxidantes depende en gran medida de la especie del
radical libre generado, y de la naturaleza del oxidante (Halliwell y Gutteridge,
1999).

Los flavonoides (del latin flavus, “amarillo”) constituyen el grupo mas
abundante dentro de los compuestos fendlicos, con mas de 6.500 compuestos
identificados (Hendrich, 2006). Estan presentes en organismos fotosintéticos,
especialmente en plantas superiores, pero son poco abundantes en algas y
hongos. Son considerados metabolitos secundarios de las plantas. La
concentracion de flavonoides varia con la especie vegetal, y también en
respuesta al medio ambiente de la planta. Se localizan fundamentalmente en
frutos, semillas, hojas y otros odrganos vegetales. Intervienen en las
caracteristicas organolépticas de las frutas y verduras, contribuyendo al color,
sabor amargo y astringente, asi como al pardeamiento enzimatico de los
vegetales (Martinez-Valverde et al, 2000). Se consideran los pigmentos
responsables del color de las hojas y de los tonos amarillo, naranja y rojo en
flores y frutos (Brouillard y Cheminant, 1988). Su presencia en tejidos animales
esta en relacion directa con el consumo de alimentos vegetales (Scalbert y
Williamson, 2000).

Los flavonoides poseen multitud de funciones fisioldgicas dentro de las
células vegetales, funcionando como metabolitos esenciales para el crecimiento
y reproduccion de las plantas, ademas de otorgar a la planta proteccion frente
a la accion de los patdgenos y de los animales herbivoros, aunque pueden
atraer a los animales polinizadores (Butler, 1992).
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Los flavonoides han adquirido notoriedad publica a raiz de su actividad
biologica en el hombre, ya que presentan actividades antimicrobianas vy
anticancerigenas. También son conocidos por los cultivadores de plantas
ornamentales, que manipulan el ambiente de las plantas para aumentar la
concentracion de flavonoides que dan color a las hojas y a las flores. Debido a
las importantes funciones metabdlicas que los flavonoides tienen en las plantas
y en los animales, sus rutas biosintéticas y sus mecanismos de regulacidn estan
siendo cuidadosamente estudiados.

5.1 ESTRUCTURA QUIMICA Y CLASIFICACION

Los flavonoides son derivados de la estructura quimica 2-fenilcromen-4-
ona (2-fenil-1,4-benzo pirona) (Fig. I. 6), y contienen un numero variable de
grupos hidroxilo insertados en dicha estructura lo que les confiere actividad
antioxidante (Rice-Evans et al, 1996).

Fig. 1. 6. Estructura basica de los flavonoides (Rice-Evans et al, 1996).

Por lo que respecta a los flavonoides propiamente dichos, tomando en
cuenta el tipo y posicion de los sustituyentes en los anillos A, B y C, estos se
dividen en 14 grupos diferentes. Cinco de ellos estan particularmente bien
caracterizados y son muy conocidos: flavonoles, flavonas, flavanonas,
flavanoles y antocianinas (Tabla I. 1) (Lien et al, 1999; Hendrich, 2006).

> Flavonoles: Poseen un doble enlace entre los carbonos C,-Cs, con una
grupo hidroxilo en la posicion Cs. Suelen ser incoloros o amarillos y se
encuentran en las hojas de las plantas y en muchas flores. Entre los
flavonoles mas representativos se encuentra la quercetina
(3,3°4°,5,7-pentahidroxiflavona), presente en el polen de muchas
fagaceas (Quercus sp.). Una de sus formas glicosiladas es la rutina
(quercetina-3-rutinésido) (Hendrich, 2006).
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TablaI. 1. Componentes estructurales de los distintos tipos de flavonoides
OH y otros sustituyentes
n°de
Compuesto Estructura del anillo Posicion OH Posicion glicosilada
Flavanol
Epicatequina galato (ECG) 5,7,3,4,3",4"5" 7
Epigalocatequina galato (EGCG) 5,7,3,4,5,3"4",5" 8
Epigalocatequina (EGC) 3,57,34,5 6
Epicateqina (EC) 3,57,34 5
Taxifolina 3,5,7,3,4 5
Catequina 3,5,7,3 4 5
Flavonol
Quercetina 3,5,7,3' 4 5
Miricetina 3,57,34,5 6
Morina 3,57,2' 4 5
Rutina 57,3 4 4 3-rutinosa
Kaempferol 3,574 4
Flavona
Luteolina 57,3 4 4
Luteolin-4"-glucésido 57,3 3 4"-glucosa
Apigenina 57,4 3
Crisina 57 2
Luteolin-3’,7-diglucdsido 54" 2 3',7-diglucosa
Flavanona
Naringenina 574 3
Hesperetina 57,3 3 4'-OCH3
Hesperidina 53" 2 4'-OCH3, 7-rutinosa
Narirrutina 54 2 7-rutinosa
Dihidrokaempferol 3,5,7,3',4 4
Eriodictiol 3,5,7,4 4
Antocianidinas
Delfinidina 3,5,7,34,5 6
Cianidina 3,5,7,34 5
Apigenidina 574 3
Peonidina 3,574 4 3-OCH3
Malvidina 3,5,7,4' 4 3,5"-di-OCH3
Pelargonidina 3,574 4
Keracianina 57,34 4 3-rutinosa
Ideaina 5734 4 3-galactosa
Oenina 574 3 3’,5"-di-OCH3, 3-glucosa

Procedente de Lien et al, 1999.

> Flavonas: Tienen un doble enlace entre los carbonos C,-Cs. Son

metabolitos de color amarillo, presentes en algunas flores, como en la
primula, o en frutos, como en la piel de las uvas en forma de flavonas
polihidroximetiladas, responsables del color amarillento de los vinos
blancos (Hendrich, 2006).

Flavanonas: Se caracterizan por la ausencia del doble enlace en la
posicion 2-3 del anillo C y la presencia de un atomo de oxigeno en Cs.
Estan presentes en citricos, en altas concentraciones, en el tomate y en
ciertas plantas aromaticas, como la menta (Hendrich, 2006).

Flavanoles: Se caracterizan por la ausencia también del doble enlace en
la posicion 2-3 del anillo C y la presencia de un grupo hidroxilo en Cs.
Existen en forma de mondmero y en estado polimerizado, entre las que
cabe citar catequinas y proantocianidinas, respectivamente. A
diferencia de otras clases de flavonoides existentes en los alimentos, los
flavanoles no estan glicosilados (Hendrich, 2006).
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> Antocianinas: Muestran dobles enlaces conjugados en el anillo C, que a
su vez porta un grupo hidroxilo en posicién 3 y un grupo cetdnico en
posicion 4. Normalmente se encuentran en forma glicosilada,
denominandose antocianidinas, solubles en agua (Hendrich, 2006). La
cadena oligosacaridica se une principalmente a la posicién 3 del anillo C,
aunque en ocasiones puede situarse en las posiciones 5y 7 del anillo A,
y de forma menos frecuente en las posiciones 3’, 4’ y 5’ del anillo B. Son
las responsables de los colores rojo, azul y purpura de frutas, verduras,
flores y tejidos vegetales (McGhie y Walton, 2007).

5.2 PROPIEDADES

Las propiedades fisicoquimicas dependen de la clase de flavonoide, y de
su estado libre o conjugado. Las flavonas y flavonoles aportan colores desde el
amarillo muy tenue hasta el rojo. Las antocianidinas son de colores rojo
intenso, morado, violeta y azul.

Las flavanonas y flavanonoles debido al carbono quiral en C, presentan
rotacion Optica.

Los flavonoides conjugados, en general, son sélidos amorfos, mientras
que sus aglucones y las formas altamente metoxiladas son cristalinos. Su
solubilidad depende del estado de conjugacion del aglucdn y del nimero y clase
de sustituyentes presentes en el aglucdn. Los glucdsidos (heterdsidos), las
antocianidinas y las formas sulfatadas del aglucon son solubles en agua vy
alcohol. Las formas agluconicas altamente hidroxiladas son solubles en
alcoholes (etanol, metanol y n-butanol), mientras que las poco hidroxiladas lo
son en solventes como el éter etilico, el acetato de etilo o la acetona. Los
aglucones con un nimero elevado de restos metoxilo son solubles en solventes
poco polares como el éter de petrdleo y el cloroformo, mientras que los
flavonoides con sustituyentes fendlicos son solubles en soluciones alcalinas.

En cuanto a sus propiedades acido-base, se han asignado sus valores de
pK en la mayoria de los casos, a partir de los valores de pK determinados
experimentalmente en compuestos no-flavonoides relacionados
estructuralmente con ellos. Estos valores, que son muy sensibles a la naturaleza
y posicion de grupos vecinales, normalmente recaen en el rango de pH de 8-
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10.5 (Havsteen, 2002). Los radicales flavonoides son neutros en un medio
acido, por debajo de pH 3, y poseen una carga negativa a pH 7 (Martinez-
Florez et al, 2002).

La mayor parte de las flavonas y flavonoles muestran dos bandas de
maxima absorcién en la zona ultravioleta/visible, la banda I en la regién 320-
385 nm, que representa la absorcidon correspondiente al anillo B, y la banda II
en el rango de los 250-285 nm correspondiente a la absorcion producida por el
anillo A. El nimero de grupos hidroxilo que portan estos compuestos modifica
el maximo de absorcidn de la banda I. Las flavanonas muestran un maximo de
absorcién muy acentuado en la banda I (270-295 nm), y un pequefio hombro
en la banda II, debido a la presencia en su molécula del anillo C, de caracter
heterociclico saturado. En el caso de las antocianinas, el color que aportan
estos compuestos varia en funcién del ndmero y posicion de los grupos
hidroxilo (Rice-Evans et al, 1996). El estado de ionizacion de los grupos
fendlicos de los flavonoides modifica las caracteristicas espectrales de absorcion
de luz y de fluorescencia de estos compuestos. Esto se debe a una propiedad
tautomérica prototrépica, fendmeno que es probablemente responsable del
grado de pigmentacién de flores y frutos (Havsteen, 2002).

5.3 LOS FLAVONOIDES EN LAS PLANTAS

Los flavonoides aparecieron por primera vez en los ancestros de las
embriofitas, que comprende el grupo monofilético de todas las plantas
terrestres (musgos, helechos, gimnospermas y angiospermas). Se cree que
fueron una de las adaptaciones clave para la transicion a la vida terrestre desde
el alga verde ancestral, debido a su capacidad de absorber la radiacidn
ultravioleta, mucho mas intensa en la atmdsfera que en el agua (Judd et al,
2002).

Las enzimas de la biosintesis de los flavonoides aparentemente derivaron
de enzimas del metabolismo primario de las plantas, que tenian genes
duplicados, lo que debid permitir adaptar algunas de esas enzimas a otras
funciones especificas (Rausher et al, 1999; Durbin et al, 2000).

Las rutas biosintéticas de los flavonoides se han conservado en su mayor
parte en el transcurso de la evolucidon de las plantas, pero han divergido
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considerablemente tanto en las funciones para las que han sido destinados,
como en los mecanismos que regulan su expresion (Winkey-Shirley, 2001).

5.3.1 Biosintesis y regulacion

Todas las células de las plantas verdes son capaces de sintetizar
flavonoides. Su biosintesis comienza invariablemente a partir de fenilalanina,
aminoacido que sufre una serie de transformaciones por rutas distintas, aunque
relacionadas, dependiendo del tipo de flavonoide generado. En general, la ruta
de sintesis transcurre con la eliminacion del grupo amino de la fenilalanina por
una transaminacion o una desaminacién oxidativa. El grupo amino es
transferido a un cetoéacido del ciclo del acido citrico, o bien es liberado como i6n
amonio. Como resultado de este proceso obtenemos el fenilpiruvato. Dos
moléculas de &acido fenilpirdvico sufren una descarboxilacion oxidativa
catalizada por el complejo piruvato-deshidrogenasa para producir dos moléculas
de aldehido activo, que junto con un fragmento-C; (-CHO) forman el nicleo de
la flavona, la fenil-y-cromona tras una etapa oxidativa (Fig. I. 7).

R
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R 2 HN=C—=H

o=¢ N coor (I;OO- \N® +
2 @ll I +2n
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I aakiy
= 2C0O,”
H,N—CH—CO0" (f ? HO—Q—JL S
CoO"
THF— CHO +3H
2TPP
THF + H,0
[Ox] [Ox]
Flavona ~—— ——

Fig. 1. 7. Biosintesis de una flavona. Ejemplo representativo de la sintesis de

flavonoides. PAP: piridoxal-P, TPP*: tiamina pirofosfato, THF: tetrahidrofolato,
Ox: oxigenasa (Havsteen, 2002)

Este nlcleo precursor, es seguidamente hidroxilado multiples veces por

un numero de oxigenasas especificas para la sintesis de los distintos
flavonoides.
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La metilacion de los grupos hidroxilo se produce a partir de metanol, en
reacciones catalizadas por metil-transferasas especificas, tal y como se conoce
en células animales (Havsteen, 2002).

Los glucdsidos (heterdsidos) se forman por unidon del flavonoide
(aglucdn) a través del grupo hidroxilo, que ocupa preferentemente la posicion
3, y en ciertos casos la posicién7, con monosacaridos (L-ramnosa, D-glucosa,
galactosa o arabinosa) activados en forma de UDP en su carbono anomérico
(C1) mediante enlaces O-glicosidicos. Estos compuestos se suelen localizar en
las vacuolas celulares vegetales, habiéndose sugerido que sus aglucones serian
productos terminales de procesos metabdlicos, sirviendo la formacion de los
heterdsidos como proceso destoxificante similar al que presentan los animales.
Otra posibilidad es que sirvan para regular la presion osmética o para estabilizar
y solubilizar a los aglucones labiles o de caracter lipofilico (Montafia del Olmo,
1977).

Los flavonoides isoprenilados se sintetizan por incorporaciones sucesivas
de unidades de isopreno activo, isopentenil-pirofosfato, generalmente, a la
posicion Cs de la y-cromona (Havsteen, 2002).

5.3.2 Funciones en las plantas

Los flavonoides se asemejan en sus propiedades reguladoras a las
vitaminas liposolubles, pero ademas debido a su color y olor, sirven como
intercomunicadores con el medio ambiente. Son reconocidos por los diversos
agentes polinizadores, insectos, pajaros y otros animales.

Los flavonoides constituyen los pigmentos vegetales capaces de absorber
la luz en las regiones visible y ultravioleta (UV), en un amplio espectro,
teniendo como misién la captura de energia y su transferencia, ademas de
cumplir también una funcién de seleccién bioldgica. La accidn de seleccion
bioldgica que desempenan los flavonoides, también se relaciona con la
activacién selectiva de algunos genes sensibles a la luz (Harborne y Williams,
2000)

La resistencia de las plantas a los rayos ultravioleta-B (UV-B) recae,

entre otros factores, en los flavonoides. Estas moléculas, debido a su poder de
absorcion luminica en la region de 280-315 nm, son capaces de actuar como
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filtro de los rayos UV, protegiendo a los tejidos fotosintéticos del posible dafio
inducido por la luz UV. Aunque se observa una gran absorcion de luz por parte
de los flavonoides, que estan presentes en todas las células de la planta que
contienen plastidios, no se conoce evidencia de su participacion en los procesos
fotosintéticos primarios (Harborne y Williams, 2000).

La emisién de fluorescencia que muestran los flavonoides, podria ser
aprovechado por la planta, a través de las pequefas cantidades de energia
transferidas, para activar pigmentos asociados con genes sensibles a la luz, lo
que constituiria un aspecto fisioldgico relevante para la planta, que aun no ha
sido demostrado.

Una funcién indiscutible de los flavonoides, y de los polifenoles en
general en las plantas, es su papel protector contra la invasién microbiana. Esto
no solo se debe a su presencia como agentes constitutivos, sino también a la
induccién de su sintesis en respuesta al ataque microbiano, como sucede con la
acumulacion de fitoalexinas. La mayoria de los flavonoides catalogados como
antifingicos constitutivos en plantas pertenecen a los grupos de los
isoflavonoides, flavanos y flavanonas. El isoflavonoide maackiaina (3-hidroxi-
8,9-metilendioxipterocarpano) es un agente antifungico constitutivo muy
conocido, que se encuentra en la corteza de arboles leguminosos, siendo
también inducido en leguminosas herbaceas. Diversos factores contribuyen a
un aumento de la concentracion de flavonoides libres después de una infeccion,
incluido un incremento del flujo de fenilalanina, la inhibicion de la glicosilacién y
la accion de las glicosidasas (Harborne y Williams, 2000).

Se acepta, en general, que los flavonoides del tipo flavanoles y
proantocianidinas, junto con otros polifenoles, llevan a cabo una accién
protectora en las plantas frente al ataque de insectos y animales herbivoros
(Harborne y Williams, 2000).

Los flavonoides también interaccionan con cierto tipo de genes en las
plantas. Estos genes estan asociados con el crecimiento longitudinal de la
planta, la respuesta al estrés y la coloracion de los pétalos florales. El efecto
sobre el crecimiento de la planta es parcialmente indirecto, y esta asociado con
la accién de las auxinas. Los flavonoides aumentan la concentracidon de un tipo
de auxina, el acido indolacético (IAA), al bloquear su salida de la célula. El IAA
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induce un incremento en la expresidn génica, que estimula el crecimiento
longitudinal de las células de la planta.

Los flavonoides también juegan un papel importante en el metabolismo
del nitrégeno en las plantas fijadoras de este elemento, ya que inducen la
nodulacion de sus raices. Estos nddulos contienen bacterias fijadoras de
dinitrégeno, como la variedad Rhizobium, que vive en simbiosis con las plantas
leguminosas. Estos compuestos también pueden estar implicados en la
expresion de proteinas necesarias para la fijacion del nitrégeno en las células
nodulares, incrementando el complejo nitrogenasa, y participando en la
eliminacién del oxigeno molecular debido a su actividad antioxidante (Rolfe,
1988).

5.4 FLAVONOIDES EN LA DIETA
5.4.1 Distribucion

Un amplio porcentaje de flavonoides son consumidos en la dieta, aunque
la cantidad v el tipo vienen dictados por los habitos alimenticios y culturales. En
paises del noreste de Asia, como China y Japon, se consumen principalmente
isoflavonas junto con otros flavonoides derivados del té, frutas y verduras. En el
sureste de Asia, en paises como India, abunda el consumo de grandes
cantidades de curcumina, como resultado de la presencia en la dieta de
especias de curcuma.

Las mejores fuentes de polifenoles en la dieta humana son las frutas y
SUS zumos, ya que contienen una gran cantidad de este tipo de metabolitos, y
su ingesta es bastante abundante (100-200 g de fruta/racion). Una racién de
manzanas contiene unos 400 mg de fenoles totales, expresados como
equivalentes de acido galico. Las peras y las uvas pueden contener hasta 300
mg de fenoles totales por raciéon, mientras que la concentracion en arandanos y
cerezas es de 200-400 mg/racion. Existe una fuerte correlacion entre el
contenido total de fenoles en las frutas y verduras, y la capacidad antioxidante
total de estos alimentos medida /n vitro. El aporte antioxidante a través de la
ingesta de flavonoides y polifenoles en la dieta humana, mediante toma de
alimentos de origen vegetal, en particular de verduras, frutas, té y vino, es en
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general mucho mayor que el que aportan otros tipos de antioxidantes como las
vitaminas Cy E o los carotenoides.

Las verduras como las espinacas, el brécoli y las cebollas, también
aportan cantidades significativas de polifenoles a la dieta humana.

Otros alimentos y bebidas de origen vegetal, también pueden contribuir
enormemente al total de la ingesta diaria de polifenoles en el hombre. Por
ejemplo, el té, el café, el chocolate, el vino y la cerveza poseen una gran
capacidad antioxidante /n vitro, 1o que se debe casi exclusivamente a la
presencia de polifenoles. En el té negro los niveles de polifenoles, que varian
dependiendo de la cantidad de hojas, del tiempo y temperatura de elaboracion,
suelen mantenerse alrededor de 150-250 mg/200 ml de té consumido. El café
contiene unos 150-180 mg de polifenoles/200 ml, y el vino tinto aporta 200-500
mg/200 ml, en funcidon del tipo de uva y de las condiciones de vinificacion,
entre otras causas. Sin embargo, el contenido de polifenoles en el vino blanco
es considerablemente menor, entre 40-60 mg/200 ml. El chocolate negro
aporta unos 340 mg de polifenoles/40 g consumidos. Teniendo en cuenta las
cantidades de fenoles totales que aporta cada racion de los alimentos
anteriormente citados, una dieta equilibrada, compuesta por 9 raciones diarias
de frutas y verduras, y una ingesta moderada de té, café, vino, cerveza o
chocolate, puede aportar unos 1.000 mg de fenoles totales por dia (Lotito y
Frei, 2006). Sin embargo, la ingesta diaria puede variar entre 20 mgy 1 g
(Rice-Evans et al, 1996).

La mayor parte de los flavonoides de la dieta derivan del té (48%), las
cebollas (29%), las manzanas (7%) y el vino tinto (1%). Los flavanoles, en
especial la catequina, el galeato de catequina, y los flavonoles quercetina,
kaemferol y sus glucdsidos correspondientes son constituyentes del té verde y
negro, asi como del vino tinto. La quercetina también es un flavonoide
mayoritario en cebollas y manzanas, mientras que en las bayas de los frutos
predominan la miricetina y la quercetina. Los citricos contienen
fundamentalmente flavanonas.

Los flavonoides ingeridos a través de la dieta se encuentran

abundantemente en forma 3-O-glicosilada y en estado polimerizado. La
glicosilacién aumenta su hidrosolubilidad, pero les dota de una menor
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Tablal. 2

reactividad frente a los radicales libres en comparacidn con su aglucon
correspondiente (Heim et al, 2002).

Una relacién pormenorizada de las fuentes de procedencia de los

flavonoides de la dieta se recoge en la Tabla I. 2.

Algunas fuentes de flavonoides en la dieta

Flavanol
Epicatequina
Catequina
Epigalocatequina
Epicatequin galato

Epigalocatequin galato

Flavanona
Naringenina
Taxifolina

Flavonol
Kaempferol
Quercetina

Miricetina
Flavona

Crisina

Apigenina
Antocianidinas

Malvidina

Cianidina

Apigenidina

Fenil Propanoides
Acido Fertdilico

Acido Caféico
Acido p-cumdrico

Acido Clorogénico

Té verde, té negro
Vino tinto

Piel de frutos citricos
Frutos citricos

Endibias, puerros, brécolis, rdbanos, pomelos, té negro
Cebollas, lechugas, brécolis, ardndanos, piel de manzanas,
bayas, aceite, t€, vino tinto

Ardndanos, uvas, vino tinto

Piel de frutas
Apio, perejil

Uva tinta, vino tinto
Cerezas, frambuesas, fresas, uvas
Frutas coloreadas y en su piel

Trigo, maiz, arroz, tomates, espinacas, repollos,
espdrragos

Uva blanca, vino blanco, aceitunas, aceite de oliva,
espinacas, repollos, espdrragos, café

Uva blanca, vino blanco, tomates, espinacas, repollos,
espdrragos

Manzanas, peras, cerezas, ciruelas, melocotones,
albaricoques, ardndanos, tomates, anis

Procedente de Rice-Evans et al, 1996

5.4.2 Bioasimilacion y metabolismo de los flavonoides

A pesar de la gran capacidad antioxidante de los flavonoides /n vitro, su
eficacia /in vivo esta limitada por varios factores. Uno de ellos, y tal vez el mas
importante, es la baja absorcion de los flavonoides en humanos, en contraste
con otros antioxidantes de la dieta como las vitaminas C y E. La maxima
concentracion de flavonoides en el plasma humano, que se alcanza
normalmente entre 1 y 3 horas después del consumo de los alimentos ricos en
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estos polifenoles, esta entre 0,06 y 7,6 uM para flavonoles, flavanoles y
flavanonas, y menos de 0,15 uM para antocianidinas. Ademas la vida media de
los flavonoides en el plasma humano es corta, normalmente de unas pocas
horas. Estos factores limitan mucho la capacidad de los flavonoides de la dieta
para actuar como antioxidantes /n vivo en el plasma, especialmente cuando se
les comparan con otros antioxidantes también presentes que estan a
concentraciones mas elevadas, como el ascorbato (30-150 uM), el urato (160-
450 uM), el o-tocoferol (15-40 uM). El consumo habitual o durante largos
periodos de tiempo de alimentos ricos en flavonoides no produce un aumento
considerable de éstos en el plasma sanguineo (Lotito y Frei, 2006).

El grado de eficacia de un flavonoide /n vivo reside, entre otras causas,
en su bioasimilacién (Holst y Williamson, 2008). Por lo tanto, es mas importante
conocer la capacidad de bioasimilacion por parte del organismo de un nutriente
o suplemento dietético procedente de un alimento especifico, que saber la
cantidad del mismo que esta presente en el alimento (D’Archivio et al, 2007).
Para ser bioasimilados, los flavonoides deben de superar ciertas barreras como
la solubilidad, la permeabilidad, el metabolismo, la excrecion y la captacion por
parte de los tejidos diana (Hu, 2007). Los flavonoides sufren tres tipos de
transformaciones intracelulares: i) conjugacidon con grupos tioles,
particularmente con GSH; ii) metabolismo oxidativo; iii) transformaciones
relacionadas con el citocromo P-450 (Williams et al, 2004).

Generalmente, los flavonoides libres (aglucones) procedentes de la dieta
suelen ser absorbidos en el intestino delgado, pero en su mayoria se presentan
en forma glicosilada (heterdsidos o glucdsidos) o en estructuras polimerizadas,
lo que dificulta su absorcidon. La mayoria de los glucdsidos resisten la hidrolisis
acida del estdbmago y llegan intactos al intestino. Las enzimas intestinales
(glicosidasa y otras hidrolasas) o las procedentes de su microflora hidrolizan
estos compuestos hasta las formas aglucon (Heim et al, 2002), convirtiéndolos
en metabolitos mas asimilables. Posteriormente sufriran conjugaciones en las
células del intestino delgado, con posteriores modificaciones (metilaciones,
sulfataciones y/o transformaciones con acido glucurénico) en el higado. Como
consecuencia de estas modificaciones, las formas procedentes de la dieta son
totalmente diferentes de aquellas que ejercen su accion en los tejidos diana.
Los flavonoides que no han sido absorbidos en el intestino delgado alcanzan el
colon, donde la microflora hidroliza los glucdsidos hasta su correspondiente
aglucon, los cudles sufren posteriores transformaciones que dan lugar a una
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amplia gamma de metabolitos aromaticos (Aura et al, 2005; D’Archivio et al,
2007).

Una vez en el torrente sanguineo, los flavonoides circulan unidos a
proteinas, en particular a albumina. La afinidad que muestran por esta proteina
varia en funcién de su estructura quimica. Su grado de unién con la albimina
puede afectar tanto a su tasa de eliminacién, como a su grado de incorporacion
en células y tejidos, de forma que la captacidon celular de estos metabolitos
parece ser solamente proporcional a su concentracion en la forma flavonoide
libre. La actividad bioldgica que muestra la forma libre de la quercetina se
mantiene en su forma conjugada con albumina, fendmeno que adn no se ha
demostrado en el resto de los flavonoides (Dufour et al, 2007).

La mayoria de los flavonoides, y polifenoles en general, no estan
sometidos a transformaciones metabdlicas en fase I, ya que son inductores y
buenos sustratos de las enzimas que participan en las transformaciones en fase
II, lo que indica que son reconocidos por el cuerpo como xenobidticos, y por lo
tanto, como compuestos potencialmente tdxicos, probablemente debido a su
estructura polihidroxilada y a su potente actividad redox (Yang et al, 2008).

La biotransformacion que sufren por parte del intestino y del higado,
afecta enormemente a sus propiedades fisicas, haciéndolos mas solubles en
agua, lo que facilita su eliminacién via biliar o a través de la orina, afectando
incluso a su capacidad antioxidante. Algunos flavonoides transformados
mantienen la actividad antioxidante de sus formas nativas, pero en general
suelen perder poder antioxidante debido a las modificaciones en sus grupos
catecol y fenol. Los flavonoides suelen sufrir metilaciones en las posiciones G;, y
con menos frecuencia en Cs, con la participacion de la S-adenosil-L-metionina y
de la enzima catecol-O-metil transferasa, abundante en higado y rifiones.
También se llevan a cabo procesos de sulfatacion en los flavonoides
polihidroxilados, principalmente en el higado, asi como conjugaciones con el
acido glucurdnico en la posicion C; de su molécula (D’Archivio et al, 2007).

La quercetina es un flavonol abundante en la dieta humana, que tiene
alto poder antioxidante /n vitro. En los alimentos la quercetina se presenta
habitualmente en forma conjugada, como glucésido de quercetina. Algunos
autores indican que estos glucdsidos son directamente transportados hacia el
interior de los enterocitos por el transportador I de glucosa dependiente de Na
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(Hollman et al, 1995), mientras que otros sefialan que es necesaria una
desglicosilacién previa intestinal para que estos metabolitos sean absorbidos
(Nemeth et al, 2003). Cuando los metabolitos de quercetina se encuentran en
el torrente sanguineo, éstos pueden mantenerse en circulacion mas de 10 horas
como consecuencia del reciclaje enterohepatico, lo que representa un tiempo
de permanencia en circulacién muy superior al mostrado por otros flavonoides,
como sucede con antocianidinas y catequinas (Arts et al, 2004). Las
concentraciones de quercetina en el plasma humano tras el consumo de
alimentos ricos en este tipo de flavonol varian desde 0,7 a 7,6 uM. La
quercetina circula en el plasma sanguineo humano en forma sulfatada (35%),
asociada a glucuronato (46%) y en forma glucurono-metilada (19%),
mostrando en la rata un patron de conjugacion bastante diferente (van der
Woude et al, 2006).

Hasta el momento se han realizado escasos estudios sobre la captacion
de flavonoides por los tejidos, sin embargo en los pocos estudios existentes se
ha puesto de manifiesto que no existe correlacion entre las concentraciones de
estos metabolitos en plasma y la captacion de flavonoides por parte de los
tejidos diana.

5.5 ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LOS FLAVONOIDES
5.5.1 Propiedades antioxidantes en relacion con su estructura

Para que una sustancia sea considerada antioxidante debe actuar a bajas
concentraciones en relacion al sustrato oxidable, retrasando o impidiendo
significativamente la oxidacidon del mismo. Ademas el radical antioxidante
formado debe ser relativamente estable (Rice-Evans et al, 1996). Las siguientes
caracteristicas en una molécula marcan su grado de capacidad antioxidante:

1. La presencia en su molécula de sustituyentes con capacidad donadora de
hidrégeno/electrones, asociado con apropiados potenciales de reduccion

(Bors et al, 1990; Jovanovic et al, 1994; Bors et al, 1995).

2. La capacidad de la molécula para deslocalizar el radical resultante (Bors
et al, 1990).
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3. El potencial de quelacién de metales de transicion, que depende de la
naturaleza y disposicion de los grupos funcionales en la molécula
(Thompson y Wiliams, 1976; Afanas’ev, 1989; Frankel, 1993; Morel et al,
1993; Paganga et al, 1996).

4. La accesibilidad del antioxidante al lugar de accidn, en relacion directa
con su coeficiente de reparto (Niki, 1996).

5. El potencial de interaccidén entre los radicales del antioxidante y otras
moléculas antioxidantes (Halliwell et al, 1995).

En el caso de los flavonoides se cumplen la mayor parte de los cinco
requisitos formulados para portar actividad antioxidante. Son moléculas
donadoras de hidrégeno, en virtud de las propiedades reductoras de los grupos
polihidroxilo presentes en sus anillos aromaticos, tienen la capacidad de
deslocalizar el radical resultante dentro de sus estructuras, acomplejan metales
de transicion a través de su estructura catecol, y tienen el poder de regenerar
los a-tocoferoles a través de la reduccidon de los radicales a-tocoferilo (Rice-
Evans et al, 1996; Rice-Evans et al ,1998; Moridani et al, 2003).

La disposicion espacial de los sustituyentes en la molécula del flavonoide
determina su actividad antioxidante de un modo esencial, a través de la
disposicion y nimero de sus grupos hidroxilo, que debido a su gran reactividad
(flavonoide, F-OH) participan del siguiente modo en la eliminaciéon de radicales
libres (Re) procedentes de oxigeno (ROS) o de nitrogeno (RNS):

F-OH + Re—» F-O¢ + RH

Los grupos hidroxilo del flavonoide donan un hidrégeno y un electrén a
diversos radicales, hidroxilo, peroxilo y peroxinitrito, que pierden su reactividad
como consecuencia de su estabilizacion, formandose también un radical
flavonoide relativamente estable (Heim et al, 2002). Esta donacion esta basada
en el potencial de reduccién del flavonoide, que es dependiente de su
estructura molecular. En general, estos compuestos son capaces de reducir los
radicales anteriormente citados, junto con los superoxido, ya que los
flavonoides presentan potenciales de reduccién con valores inferiores a los
mostrados por los radicales (Rice-Evans et al, 1996).
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Una estructura catecol en 3’4’ del anillo B favorece enormemente la
inhibicion de la peroxidacion lipidica, como se observa en la luteolina, con una
capacidad para eliminar radicales peroxilo muy superior al kaempferol. Ambas
difieren estructuralmente en el grupo catecol del anillo B, presente en la
luteolina y ausente en el kaempferol. Cuando el grupo catecol esta presente, la
oxidacion de los flavonoides se produce en el anillo B, obteniéndose un radical
orto-semiquinona bastante estable, que facilita la deslocalizacion electrénica. La
influencia de la disposicion de otros grupos hidroxilo en la actividad
antioxidante del flavonoide es menos destacada, sobre todo por lo que respecta
al anillo A (Heim et al, 2002).

La eliminacion de radicales libres por los flavonoides depende también en
gran parte de la presencia de un OH libre en el carbono 3. Los flavonoides que
poseen un OH en C; y un grupo catecol en 3,4’ son 10 veces mas potentes
contra el peroxinitrito, que el ebseleno, un potente compuesto eliminador de
RNS. La gran capacidad de la quercetina (3,3°,4",5,7-pentahidroxiflavona) para
inhibir el dafio oxidativo inducido tanto por metales como no metales, se
adscribe parcialmente a la presencia de su grupo 3-OH libre, el cual aumenta la
estabilidad del radical flavonoide. El angulo de torsion del anillo B con respecto
al resto de la molécula, ejerce un papel preponderante para eliminar radicales
libres. Los flavonoles y los flavanoles con un grupo 3-OH, adoptan estructuras
planas, mientras que las flavonas y las flavanonas, que carecen del 3-OH,
adoptan estructuras ligeramente curvadas. Las formas planares de algunos
flavonoides permiten la conjugacion, una mejor deslocalizacidn electrénica y un
aumento en la estabilizacién del radical fenoxilo. Se ha postulado que los
grupos OH del anillo B forman puentes de hidrégeno con el OH en posicion 3,
alineando el anillo B con los anillos A y C del nucleo flavonoide. La eliminacion
del hidroxilo en posicidn 3 provoca una ligera curvatura del anillo B, y la pérdida
de coplanaridad de los anillos que conforman la molécula flavonoide, lo que
disminuye la capacidad de deslocalizacion electrénica del compuesto (Heim et
al, 2002).

Los grupos metoxilo proporcionan a los flavonoides lipofilicidad vy
capacidad de incorporacion a las membranas, aunque cuando se produce la
metilacion en posicion 4° (4’-O-metilacion), se genera una obstruccion estérica
en la estructura 3’,4’-catecol que disminuye la capacidad antioxidante de la
molécula. Asi la 4'-O-metilacion de la quercetina para formar tamarixeting,
disminuye el porcentaje de inhibicion de la peroxidacién lipidica inducida por
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sulfato de hierro desde un 98% a un 2,6%. La presencia de multiples grupos
metoxi en el anillo A también revierte el efecto positivo del grupo catecol en el
anillo B. Asi la isorhamnetina, el metabolito 3-metoxi de la quercetina que se
detecta en humanos, es un antioxidante menos efectivo que su aglucon (Heim
et al, 2002).

Ademas del grupo catecol en 3',4', del 3-OH libre y del patron de
hidroxilacién, muchos estudios han puesto de manifiesto también la importancia
en el anillo C de la instauracién en 2-3 y del grupo carbonilo en posicidn 4. En
sistemas microsdémicos se ha demostrado que los flavonoides que poseen un
doble enlace en C,-C; en conjugacion con un grupo carbonilo en 4, presentan
valores de ICsp mas bajos (una actividad antioxidante mayor) que los
flavonoides que contienen un anillo C carente del doble enlace en 2-3 (Heim et
al, 2002).

La conjugacién entre los anillos A y B permite un efecto de resonancia
del nucleo aromatico que confiere estabilidad al radical flavonoide, lo que
resulta ser un punto clave para favorecer la estabilizacion del radical fenoxil por
parte del grupo catecol en 3’4’ (Heim et al, 2002).

Como he comentado anteriormente, los aglucones son antioxidantes mas
potentes que sus correspondientes formas glicosiladas (glucdsidos o
heterdsidos). Plumb et al (1999) demostraron que las propiedades
antioxidantes de los flavonoles glicosilados del té disminuian cuando aumentaba
el nimero de grupos glicosidicos. Ademas del nimero total de grupos, también
son importantes la posicidn y la estructura de la cadena glicanica.

Estudios cinéticos que miden las constantes de velocidad de las
reacciones de flavonoides con radicales de nitrdgeno generados por radidlisis,
indican también que las dos caracteristicas principales para el control del
potencial redox son la presencia del grupo catecol en el anillo B y el doble
enlace en el anillo C. El carbonilo en posicién 4 del anillo C, junto con los
grupos hidroxilo libres en posiciéon 3 y/o 5 en los anillos C y A respectivamente,
parecen ser fundamentales para la actividad antioxidante de la molécula. Asi
mismo, el grupo o-dihidroxi en un anillo y el p-dihidroxi en otro producen gran
potencial antioxidante, mientras que la hidroxilacién en 5 y 7 tiene menor
influencia (Rivas-Gonzalo y Garcia-Alonso, 2002).
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De todo lo anterior se deduce, que existe una serie de caracteristicas
estructurales en la molécula del flavonoide que son determinantes de su poder
antioxidante:

1. La presencia de la estructura 3’, 4-o-dihidroxi en el anillo aromatico B
(catecol), lo cual confiere mayor estabilidad al radical formado, vy
participa en la deslocalizacion de los electrones.

2. La existencia de grupos hidroxilo en los carbonos 5y 7 del anillo A.

3. El doble enlace localizado en posicién 2,3 en conjuncién con el grupo
4-ox0 y la presencia del 3-OH en el anillo C, responsables de la
deslocalizacion desde el anillo B.

La maxima efectividad del antioxidante requiere la presencia de todas las
funciones antes citadas, produciéndose cambios en su actividad por ausencia
de alguna de ellas (Rice-Evans et al, 1996; Lien et al, 1999).

La quercetina (3,3°,4°,5,7-pentahidroxiflavona) satisface los
requisitos estructurales que debe cumplir un flavonoide para presentar maximo
potencial antioxidante. Su glucdsido, la rutina, quercetina unida a través del
3-OH por un enlace O-glicosidico al C; del disacarido glucosa-ramnosa
(quercetina-3-rutindsido), presenta un poder antioxidante menor (Rice-
Evans et al, 1996; Lien et al, 1999). La capacidad antioxidante total de la
quercetina medida como actividad antioxidante equivalente en Trolox (TEAC) es
de 4,7 mM, lo que representa un valor 5 veces superior a los cuantificados para
las vitaminas E y C (Rice-Evans y Miller, 1998; Martinez-Florez et al, 2002).
Diversos polifenoles, entre los que se incluye la quercetina y sus derivados
glicosilados, son capaces de inhibir /n vitro la peroxidacion lipidica en diversos
sistemas bioldgicos: lipoproteinas (Nigdikar et al, 1998), liposomas (Ioku et al,
1995), hepatocitos en cultivos celulares (Sugihara et al, 1999) y membranas de
eritrocitos (Tedesco et al, 2000; Araya et al, 2001).

55.11 Propiedades de quelacién
Una propiedad que contribuye a incrementar la actividad antioxidante de

los flavonoides es la quelacion, proceso por el cuadl los iones metalicos son
captados por la molécula de flavonoide, lo que provoca su eliminacion y/o
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neutralizacion del medio de reaccién. Ademas, la quelacion no produce
necesariamente una inactivacion del flavonoide, sino que el complejo final sigue
poseyendo la capacidad de eliminar ROS, lo que en conjunto provoca una
potenciacién del efecto antioxidante del flavonoide frente al dano oxidativo
(Afanas’ev et al, 1995).

Esta actividad quelante puede potenciar la capacidad antioxidante de los
compuestos en situaciones patoldgicas asociadas al estrés oxidativo que
conllevan sobrecargas de hierro. En ratas con elevadas tasas de este metal, se
observa que la administracion de rutina provoca una reduccion significativa de
la peroxidacion de sus microsomas hepaticos, y una reduccién de la produccion
de ROS por parte de sus fagocitos (Afanas’ev et al, 1995).

La reaccidn del ion ferroso con perdxido de hidrogeno genera el radical
hidroxilo, el cual a su vez puede oxidar las biomoléculas vecinas. Este proceso
se conoce como reaccion de Fenton, y el radical hidroxilo producido esta
directamente relacionado con la concentracién de hierro o cobre presente en el
medio. La reaccion de Fenton constituye una importante fuente generadora de
ROS /n vivo en estados patoldgicos, entre los que se incluyen sobrecargas de
hierro o falta de captacion del mismo por las proteinas transportadoras o de
almacenaje. Tanto la quercetina como la rutina son agentes quelantes muy
potentes de los metales de transicion. Los flavonoides que portan estructuras
con funciones 3’, 4’-catecol y/o 4-oxo junto con 5-OH inhiben fuertemente la
oxidacién inducida por la reaccién de Fenton. Los complejos de quelacién con
los cationes divalentes pueden formarse entre los grupos 5-OH y 4-oxo, o0 bien
entre los grupos hidroxilo de las posiciones 3"y 4’ (Afanas’ev et al, 1995).

55.1.2 Interacciones de los flavonoides con biomembranas

La proteccién que otorgan los compuestos polifendlicos (los flavonoides
en particular) frente al dafio oxidativo celular, reside en su poder antioxidante,
asi como en su capacidad de incorporacion, modo de distribuciéon y forma de
orientacién en las membranas bioldgicas (Saija et al, 1995b; Arora et al, 2000;
Areias et al, 2001; Hendrich, 2006). Tanto en sistemas liposémicos como en
membranas bioldgicas, las caracteristicas estructurales de los polifenoles
determinan el grado de incorporacién de éstos a las bicapas lipidicas (Scheidt et
al, 2004). Los efectos que tiene su insercion dependeran en ultimo término de
su mayor o menor capacidad para introducirse en la célula, permaneciendo en
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la membrana o incorporandose al citosol (Oteiza et al, 2005). El grado de
incorporacion y la distribucion del flavonoide en la membrana viene marcado
por su coeficiente de reparto (hidrofobicidad/hidrofilicidad), que determinara el
tipo de interacciones que éste establece con los componentes de la membrana,
uniones de tipo electrostatico, formacion de puentes de hidrogeno con los
grupos polares de los fosfolipidos, interacciones hidrofdbicas con las cadenas
hidrocarbonadas de los acidos grasos, influyendo también en el anclaje del
flavonoide la geometria molecular de los fosfolipidos (Afanas’ev et al, 1989). A
medida que se incrementa la formacién de puentes de hidrogeno en el binomio
flavonoide-membrana, el poder antioxidante del primero disminuye, mientras
que el aumento de la flexibilidad conformacional del flavonoide incrementa su
potencial antioxidante (Arora et al, 1998; Areias et al, 2001).

El anclaje de los flavonoides en las membranas conlleva cambios fisicos
en las mismas. Los flavonoides que se localizan en la regién mas profunda de la
membrana ejercen un efecto de ordenamiento de la regién hidrocarbonada de
la bicapa lipidica, como consecuencia de las interacciones hidrofébicas que se
establecen entre la molécula del flavonoide y las cadenas hidrocarbonadas de
los acidos grasos, disminuyendo la fluidez de la bicapa (Arora et al, 2000;
Oteiza et al, 2005). Este efecto se asemeja al que produce el aumento de
colesterol en las bicapas lipidicas, lo que dificultara la difusion de los radicales
libres a través de la membrana (Kagan et al, 1990; Arora et al, 2000; Barros et
al, 2001; Hendrich, 2006), previniendo asi el dafo oxidativo celular que se
observa /n vivo en presencia de antioxidantes lipofilicos (Zhang et al, 2006). Los
flavonoides de naturaleza hidrofilica se sittan en la superficie de la membrana
(interfase lipido-agua) mediante el establecimiento de puentes de hidrogeno
principalmente, estableciéndose también interacciones de tipo i6nico con las
cabezas polares de los fosfolipidos (Saija et al, 1995b; Scheidt et al, 2004;
Oteiza et al, 2005).

La incorporacion de los polifenoles a las membranas también puede
modificar su permeabilidad, y por tanto, alterar sus funciones como barrera
biolégica (Saija et al, 1995a; Saija et al, 1995b). El aumento de la
hidrofobicidad del antioxidante produce un incremento en la permeabilidad de
la membrana, como se ha puesto de manifiesto en estudios efectuados con
acidos cinamico y p-cumarico con técnicas de calorimetria diferencial de barrido
(Castelli et al, 1999). En otros casos se ha observado que la presencia del
antioxidante, floretina, que se localiza en la regién polar de la bicapa lipidica
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también incrementa la permeabilidad de la membrana (Tarahovsky et al, 2008).
Otros estudios indican que la incorporacién del flavonoide a la membrana
modifica su potencial redox (Ollila, 2002).

La quercetina se incorpora de forma eficiente en la membrana,
anclandose en la regidon hidrofébica de la misma cuando dicho flavonoide
presenta un caracter apolar predominante (Nakayama et al, 1998). Su anclaje
en la membrana eritrocitaria provoca un aumento en la deformacion del
eritrocito (Begum y Terao, 2002). La localizacion de este flavonoide en las
bicapas lipidicas viene determinada por el pH del medio, como se ha
demostrado en estudios llevados a cabo en bicapas lipidicas planares. A pH
acido, la quercetina se encuentra en estado protonado, mostrando un caracter
lipofilico que le permite insertarse profundamente en la membrana, mientras
que en medios basicos, la quercetina desprotonada se localiza preferentemente
en dominios hidrofilicos de la membrana. A pH fisiolégico, en general, la
quercetina se sitla mayoritariamente en un entorno lipido-agua, que
corresponde a la zona polar de la bicapa lipidica (Movileanu et al, 2000).
Estudios llevados a cabo en eritrocitos con técnicas de resonancia de espin
electréonico demuestran que la quercetina en las condiciones experimentales de
dicho estudio se localiza en la interfase polar-apolar de la membrana
eritrocitaria, protegiéndola del dafo oxidativo (Pawlikowska-Pawlega et al,
2003; Pawlikowska-Pawlega et al, 2007). Sin embargo, estudios de microscopia
de fluorescencia en lineas celulares de fibroblastos de piel humana demuestran
multiples localizaciones de este flavonol, con presencia en la membrana, el
citosol y el interior del nucleo, con alteraciones destacadas en estas estructuras
como consecuencia de la incorporacion del antioxidante (Pawlikowska-Pawlega
et al, 2007).

La rutina, debido a su estado glicosilado, es mas hidrofilica que la
quercetina, y por tanto, menos accesible a la membrana, otro motivo al que se
debera su menor efectividad en la prevencion del dafio oxidativo (Kaneko et al,
1994). Otros autores consideran que ni siquiera interacciona superficialmente
con la bicapa lipidica (Ratty et al, 1988), mientras que en estudios efectuados
con liposomas se considera que la rutina se sitla en la regién hidrofébica de la
bicapa lipidica, provocando la pérdida de fluidez (Arora et al, 2000).
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5.5.2 Propiedades pro-oxidantes de los flavonoides

Recientemente se ha observado que los polifenoles en general, y los
flavonoides en particular, ademas de ser capaces de captar radicales libres, y
por tanto actuar como antioxidantes, también pueden llevar a cabo reacciones
pro-oxidantes, ejerciendo efectos citotoxicos sobre células y tejidos (Kondo et
al, 1999).

La actividad pro-oxidante puede estar relacionada directamente con el
numero total de grupos hidroxilo presentes en la molécula. Asi, mientras mono
y di-hidroxiflavonoides no muestran actividad pro-oxidante detectable, la
presencia de multiples grupos hidroxilo en estas clases de moléculas,
especialmente en el anillo B, aumenta significativamente la produccion de
radicales hidroxilo en sistemas Fenton. Compuestos con variedad de grupos
hidroxilo, como la miricetina y la baiceleina, ambos con una estructura pirogalol
en su anillo A, han sido descritos como promotores de la produccién de
peroxido de hidrdgeno, el cual puede participar en la reaccion de Fenton
generando radicales hidroxilo altamente reactivos (Hanasaki et al, 1994).

Este efecto pro-oxidante es el responsable de la citotoxicidad y del efecto
proapoptoético que presentan los flavonoides aislados de algunas hierbas
medicinales. En presencia de RNS, los flavonoides con un pirogalol en el anillo A
o B inducen la rotura del DNA de cadena simple. Los que poseen un catecol en
el anillo B pueden auto-oxidarse en presencia de metales de transicion,
produciendo ROS que aceleran la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) (Ahmad et al, 1992). También hay evidencias de que la
instauracion en 2-3 y la funcidon 4-oxo de las flavonas pueden promover la
formacién de ROS inducida por Cu** en presencia de oxigeno. Todos estos
datos indican que algunos de los motivos estructurales que optimizan la
capacidad antioxidante, pueden también exacerbar el estrés y el dafio oxidativo
hacia las biomoléculas y la estructura-funcion celular. Aunque el radical
flavonoide puede tener caracter pro-oxidante, sin embargo, dada la estabilidad
y la capacidad de deslocalizacién electrénica que presenta su molécula, sus
efectos oxidativos adversos seran de caracter menos nocivo que el que
muestran los radicales libres.

En el caso concreto de la quercetina, ésta se transforma en un producto
de oxidacién relativamente estable después de la eliminacion de especies
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altamente reactivas, dando lugar a la formacion de una orto-quinona/metil-
quinona, que es muy reactiva con grupos tioles, y por lo tanto tdxica. La forma
oxidada de la quercetina reacciona con el GSH formando productos glutation-
quercetina no toxicos (Boots et al, 2005). La actividad pro-oxidante de la
quercetina parece atenuarse por la formacion de metabolitos metilados. Los
metabolitos catecol-O-metilados de quercetina pueden unirse covalentemente al
DNA (Galati y O’brien, 2004; van der Woude et al, 2006). La oxidacion de la
quercetina no siempre conduce a la formacion de un intermediario orto-quinona
de caracter potencialmente pro-oxidante. Otros metabolitos generados durante
su oxidacion podrian aportar dicho caracter pro-oxidante (van der Woude et al,
2006).

Ademas de la metilacién, la glicosilacion de los grupos OH también
atenla el comportamiento pro-oxidante de los flavonoides (Heim et al, 2002).
Los efectos adversos de los flavonoides pueden ser mitigados /n vivo por la
catecol-O-metiltransferasa (COMT) y por otras metiltransferasas hepaticas (van
der Woude et al, 2006).

Se sabe que ciertos flavonoides pueden transformar su accion
antioxidante por otra pro-oxidante bajo ciertas condiciones, como por ejemplo
un cambio en la razéon molar de iones metalicos y un descenso del potencial
redox de los complejos flavonoide-metal. La presencia del catién divalente de
hierro puede acelerar el efecto pro-oxidante /n vivo (Galati y O’brien, 2004;
Teixeira et al, 2005)

La accidon pro-oxidante de los flavonoides parece que es dependiente de
su concentracion. Elevadas dosis de estos compuestos podrian ser tdxicas y
mutagénicas, de forma que un exceso en su consumo por parte de los
mamiferos podria causar reacciones metabdlicas adversas (Brusick, 1993; Alia
et al, 2006a). En cambio, el resveratrol a bajas concentraciones puede
potenciar la apoptosis en células leucémicas humanas mediante su accién pro-
oxidante (Ahmad et al, 2003; Ahmad et al, 2004). De hecho, algunos autores
postulan que los antioxidantes a bajas concentraciones pueden reducir los
metales de transicion, lo que les permite inducir el estrés oxidativo (Teixeira et
al, 2005)
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5.5.3  Otras actividades biolédgicas

El interés de los flavonoides en la medicina ha ido creciendo con el paso
de los afios debido a sus multiples y variadas propiedades. En un principio se
establecid que sus cualidades beneficiosas eran debidas a su gran poder como
agentes antioxidantes, capaces de eliminar radicales libres e incluso capaces de
evitar su formacidbn mediante la quelacion de metales de transicion.
Posteriormente se descubrid su lado oscuro como agentes pro-oxidantes,
capaces de provocar dafio oxidativo, pero se comprobd que incluso esta
actividad pro-oxidante podria ser de gran ayuda en algunos casos, como en la
eliminacion de células cancerosas, por promocion de la apoptosis o muerte
celular de dichas células. Hoy en dia se sabe también que los flavonoides no
sblo actlan como antioxidantes o quelantes de metales de transicidn, sino que
también son capaces de actuar como moduladores de diversa rutas de
sefalizacidon celular, activandolas o inhibiéndolas (Havsteen, 2002). De hecho,
algunos autores proponen que el efecto beneficioso de los flavonoides para la
salud reside en la capacidad de sus metabolitos generados para modular ciertas
rutas de sefializacion celular, mas que en su poder supresor de radicales libres
(Formica y Regelson, 1995).

1) Moduladores de la actividad enzimatica. Implicaciones en los sistemas
de sefalizacion celular

Los flavonoides son capaces de inhibir gran cantidad de enzimas entre
las que se incluyen hidrolasas, oxidorreductasas, DNA-sintetasas, RNA-
polimerasas, fosfatasas, protein-fosfoquinasas, oxigenasas y aminoacido
oxidasas. En algunos casos ejercen inhibiciones de tipo competitivo, aunque
mas frecuentemente suelen ser de tipo alostérico (Havsteen, 2002).

Se ha observado que son inhibidores de NADH oxidasa, de un modo
preferente las estructuras flavonoides que poseen doble enlace en posicion 2,3
y que portan ademas la funcion 4-oxo e hidroxilos en 3’, 4’, y 5’ en el anillo B.
Algunos flavonoides también inhiben la enzima xantin-oxidasa, que cataliza la
oxidacion de xantina e hipoxantina en acido Urico, generandose en el proceso
tanto radicales superdxido como peroxido de hidrdgeno. Las flavonas muestran
mas actividad inhibidora de xantin-oxidasa que los flavonoles, y gracias a los
hidroxilos tanto en posicion 3 como en 3’ también poseen una gran actividad
eliminadora de radicales superdxido (Harborne y Williams, 2000).
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La inhibicion que ejercen los flavonoides sobre las oxidorreductasas se
debe a la similitud estructural existente entre los flavonoides y las coenzimas
del tipo nucleotidico requeridas por las oxidorreductasas para su
funcionamiento. En algunos casos, los flavonoides compiten con las coenzimas
nucleotidicas por la unién al sitio activo de la enzima, y en otros interfieren
directamente con el estado de transicidn enzima-coenzima-sustrato (Havsteen,
2002).

Dentro del grupo de las hidrolasas, los flavonoides inhiben la fosfolipasa
A,, lo que conlleva una inhibicién de las rutas de sintesis de compuestos
eicosanoides, estando por tanto implicados en la regulacion de los procesos
inflamatorios (Havsteen, 2002). Las fosfatasas acidas o alcalinas, asi como las
pirofosfatasas pueden ser inhibidas o activadas segun la naturaleza del
flavonoide y su tipo de entorno (Ait-Si-Ali et al, 1998).

La accion de los flavonoides sobre las quinasas es de especial relevancia,
ya que dichas enzimas estan involucradas en diversos procesos metabolicos y
en rutas de senalizacion celular (Havsteen, 2002).

Los flavonoides compiten por los sitios de unién del ATP a ciertas
proteinas, incluidas la ATPasa mitocondrial, la ATPasa dependiente de calcio de
la membrana plasmatica, las protein-quinasas A y C y la topoisomerasa. Este
tipo de inhibicién mediante la adhesion a sitios de union del ATP, provoca un
cambio estructural en la conformacidn tridimensional de la proteina, que la
convierte en una forma inactiva. Ademas se han descrito interacciones de estos
compuestos con los sitios de unién de benzodiacepinas en los receptores GABA-
A y en los receptores de adenosina. Los flavonoides también pueden
interaccionar con la mitocondria, interfiriendo en las rutas del metabolismo
intermediario (Williams et al, 2004).

Muchos de los efectos bioldgicos de los flavonoides estan relacionados
con su capacidad para modular rutas que regulan numerosos procesos en la
célula, como el crecimiento, la proliferacion y la muerte celular. Sin embargo,
estos efectores suelen ser formas metabdlicamente modificadas del flavonoide
nativo, que en estado circulante son captados, y a veces de nuevo modificados
in situ por las propias células diana. Dichos compuestos actian sobre protein-
quinasas Yy lipido-quinasas, sobre la 3-fosfoinositido-quinasa, la Akt/PKB, la
tirosin-quinasa, la protein-quinasa C y las MAP quinasas, enzimas implicadas en
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diversas rutas de sefalizacion celular. Su accién inhibidora o estimuladora de
estas rutas se ejerce a concentraciones considerablemente mas bajas que las
que se requieren para ejercer su accion antioxidante, afectando profundamente
la funcidn celular al alterar el estado de fosforilacion de las moléculas diana vy al
modular la expresion génica (Havsteen, 2002).

Los flavonoides que inhiben la apoptosis inducida por el estrés oxidativo,
pueden ejercer su accidon previniendo la activacién de las quinasas jun N-
terminal (JNK), posiblemente a través de la influencia sobre alguna de las
numerosas proteinas que activan las MAP quinasa quinasa quinasa (MAPKKK),
que transducen a su vez sefales a las JNK. Alternativamente también pueden
actuar manteniendo la homeostasis del calcio, i6n implicado en la activacion de
las MAP-quinasas. También pueden interaccionar directamente con la
mitocondria, modulando el poro de transicion mitocondrial, que controla la
liberacion del citocromo C durante la apoptosis, 0 modulando otros factores
proapoptoticos asociados a la mitocondria, como el DIABLO/smac (Schroeter et
al, 2002).

2)  Acciones mutagénica y cancerigena

Cierto tipo de flavonoles como la quercetina, la miricetina, y el
kaempferol, han mostrado resultados positivos de mutagenicidad con el test de
Ames. La mutagenicidad parece estar asociada con la presencia de un doble
enlace en posicion 2-3 y de un grupo 3-OH en la molécula del flavonoide.

Sin embargo, la actividad cancerigena reside en los intermediarios
quindnicos generados durante la oxidacion del flavonoide, los cuales
interaccionan con las moléculas de DNA. Estas quinonas, por su caracter
electréfilo, son muy reactivas y pueden participar en la producciéon de radicales
superdxidos y perdxidos, lo que explicaria sus propiedades mutagénicas y
cancerigenas (Havsteen, 2002).

3)  Accion anticancerigena
Las propiedades quimiopreventivas de los flavonoides pueden residir en
su actividad eliminadora de ROS enddgenos, ejerciendo asi un efecto

anticancerigeno. La accién pro-oxidante de los flavonoides también puede
constituir un importante mecanismo para ejercer sus propiedades
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anticancerigenas, a través de la fragmentacién apoptética del DNA inducida por
los ROS generados durante la oxidacién, lo que conlleva a la apoptosis celular
(Galati y O’brien, 2004). En células de melanoma se ha puesto de manifiesto
que la quercetina aporta actividad pro-oxidante, debido a su transformacién en
especies reactivas de quinona por la accién de la tirosinasa, lo que ocasiona
aumentos significativos de los niveles basales de ROS, incrementandose la
apoptosis celular (Thangasamy et al, 2007)

Los flavonoides pueden interferir en varios de los pasos que conducen al
desarrollo de tumores malignos, favoreciendo la proteccién del DNA contra el
dafo oxidativo, desactivando las sustancias carcinogénicas y activando los
sistemas de destoxificacion de estas sustancias (Galati y O’brien, 2004).

El poder anticancerigeno del flavonoide puede residir en su intervencion
en alguno de los siguientes puntos:

1. Estimulando el proceso enzimatico (fase II) responsable de la
desintoxicacion. Los flavonoides serian agonistas de las enzimas que
catalizan las reacciones que promueven la excrecion de productos
quimicos potencialmente tdxicos o carcinogénicos.

2. Preservando el ciclo celular, y activando las rutas de apoptosis si el dafio
producido durante la replicacion del DNA es irreparable.

3. Inhibiendo la proliferacion celular y activando la apoptosis. En células
humanas de cancer mamario se observa que la apigenina inhibe el
proteosoma e induce la apoptosis celular (Chen et al, 2007).

4. Suprimiendo la angiogénesis, lo que conduce a un bloqueo de la invasién
tumoral, potenciado por la inhibicidn de las metaloproteasas a través de
los flavonoides.

5. Disminuyendo la inflamacion mediante un descenso en la producciéon de
prostaglandinas, a través de la inhibicion de la fosfolipasa A, y las
ciclooxigenasas. La inflamaciéon puede ocasionar un incremento local de
radicales libres, asi como la produccion de mediadores que promueven la
proliferacion celular y la angiogénesis en el tumor, con inhibicion
simultanea de la apoptosis (Havsteen, 2002).
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4) Acciones antihjpertensiva y antiaterogénica

Los flavonoides pueden influir en el proceso de mantenimiento de la
presion arterial, inhibiendo la fosfodiesterasa (PDE), enzima responsable de la
hidrdlisis del AMPc. El descenso en los niveles de AMPc ocasiona una
disminucién del volumen plasmatico, y por lo tanto de la presion arterial, como
consecuencia de la pérdida de agua a través de la orina. Los agentes
antihipertensivos mas potentes de origen flavonico son los compuestos
sintéticos hidrosolubles hidroxietil-rutdsidos.

Los flavonoides pueden actuar también estimulando la hidroxilacion de
hormonas esteroideas, como la aldosterona, a través de oxigenasas, inhibiendo
la hormona, lo que ocasiona pérdidas de Na* (hiponatremia) y agua a través de
la orina, con descenso del volumen plasmatico y disminucién de la presion
sanguinea (Havsteen et al, 2002).

Se ha demostrado que los flavonoides inhiben la oxidacion de las
proteinas de baja densidad (LDL) /n vitro. En presencia de vino, como fuente de
antioxidantes, se observa una inhibicion de la oxidacion de las LDL catalizada
por cobre. Los flavonoides procedentes del té negro y del té verde anadidos
directamente al medio de reaccidon también son capaces de inhibir la
peroxidacion lipidica inducida por radicales libres en LDL purificadas
(Riemersma et al, 2001). Compuestos con alto poder antioxidante, como el a-
tocoferol, muestran una capacidad de proteccion frente al estrés oxidativo
inferior (alrededor del 60% menor) al aportado por dietas ricas en polifenoles, a
través de la ingesta de vino. De hecho, diversos estudios epidemioldgicos han
puesto de manifiesto que existe una correlacion positiva entre la ingesta de
grasas Yy la mortalidad asociada a procesos cardiovasculares en las poblaciones
occidentales. Sin embargo, esta aseveracion no se corresponde con lo
detectado en las poblaciones de algunas regiones de Francia, que muestran alta
ingesta de grasas y baja mortalidad asociada a enfermedades cardiovasculares,
lo que se conoce como “paradoja francesa”. Este fendmeno se explica por la
toma regular de vino tinto en la dieta de estas poblaciones, lo que debe
preservar a las LDL plasmaticas de los procesos oxidativos habituales ante la
presencia de polifenoles procedentes del vino, debido a sus propiedades
antiaterogénicas. Es sabido que las LDL plasmaticas oxidadas son las inductoras
de la formacién de la placa fibroadiposa (ateroma), dando asi lugar a la
aparicion de enfermedades cardiovasculares y cerebrales (Harborne y Williams,
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2000). Estudios llevados a cabo por Jiménez et al (2007), corroboran que el
tratamiento cronico de ratas con polifenoles procedentes del vino tinto,
previene la hipertension y la disfuncién vascular.

5) Efectos protectores sobre el sistema nervioso central y células
relacionadas

Estudios epidemioldgicos y dietéticos llevados a cabo en humanos y en
animales de experimentacidn muestran que los flavonoides pueden jugar un
papel preventivo en los procesos neurodegenerativos, especialmente los
asociados al area cognitiva. También pueden ejercer una protecciéon frente al
estrés oxidativo y el dafo cerebral producido por situaciones de
isquemia/reperfusion. Ensayos en humanos usando flavonoides procedentes de
extractos de plantas del tipo Gingo biloba, o preparaciones puras de
flavonoides, muestran efectos positivos en los desarrollos de las funciones
cognitivas y de la memoria en grupos de voluntarios sanos de todas las edades,
al igual que en pacientes con Alzheimer. También se ha propuesto que la accion
antioxidante de los flavonoides puede ser beneficiosa en enfermedades como el
Parkinson, en situaciones de hipoxia/isquemia y en apoplejias, incluso pueden
aumentar la supervivencia en canceres de cerebro, y en general, pueden frenar
los procesos neurodegenerativos relacionadas con la edad (Havsteen, 2002).
Estudios /n vivo llevados a cabo en animales de experimentacién han mostrado
que la epicatequina y la quercetina ejercen un efecto protector contra el dafho
neuronal inducido por procesos de isquemia/reperfusion. Estos flavonoides
también aportan proteccion contra la peroxidacion lipidica producida en el
cerebro en ausencia de vitamina E, y atentan la neurotoxicidad inducida por la
administracion de etanol (Schroeter et al, 2002).

Recientemente se ha demostrado que la aplicacion a neuronas del
estrato primario de concentraciones micromolares de epicatequina o
kaempferol, previa al tratamiento con las LDL oxidadas, protege dichas células
de la muerte neuronal, inhibiendo la uniéon de anexina-V, la activacién de la
caspasa 3 y la fragmentacion del DNA. Este pre-tratamiento no impide el
incremento de estrés oxidativo inducido en la neurona por las LDL oxidadas,
pero si inhibe potentemente la activacion de JINK, c-Jun (proteina que en
combinacion con otra, c-Fos, forma el factor de transcripcién AP-1) y la caspasa
3 (Schroeter et al, 2002).
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6) Otras actividades

A los polifenoles se les atribuyen también propiedades termogénicas
(Dulloo et al, 1999), antiulcerogénicas (Harborne y Williams, 2000),
antiinflamatorias, antitrombodticas, vasodilatadoras, antimicrobianas,
antialérgicas y antivirales (Havsteen et al, 2002).
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Las células estan sometidas a una agresion permanente por las especies
reactivas de oxigeno (ROS) que se generan en el medio celular como
consecuencia del metabolismo aerobio, o por las actuaciones de ciertas enzimas
como oxidasas, deshidrogenasas y peroxidasas. Agentes externos como las
radiaciones, el humo de diversas procedencias, los disolventes, los pesticidas, el
ozono, asi como determinados contaminantes, pueden contribuir en el
organismo a la generacion de ROS vy otros tipos de radicales. Estos radicales
pueden danar las estructuras celulares a través de la oxidacion de las proteinas,
los lipidos y los acidos nucleicos, siendo la membrana plasmatica una estructura
celular sumamente susceptible al estrés oxidativo generado. Las alteraciones de
los lipidos y las proteinas conllevan una desorganizacion estructural de la
membrana y cambios importantes en sus propiedades fisicas y funcionales
(Slater, 1984; Halliwell y Gutteridge, 1999). Dichas alteraciones son
responsables de diversos procesos patoldgicos, como algunas enfermedades
neurodegenerativas, el cancer y las patologias cardiovasculares (Halliwell y
Gutteridge, 1999). Sin embargo, la generacion controlada de ROS también se
vincula con determinados procesos que tienen lugar en la célula, como la
fagocitosis y el envejecimiento celular (Choi y Yu, 1995), la apoptosis (Matsura
et al, 2002), o la participacion en rutas de senalizacion implicadas en procesos
de diferenciacién celular (Tsatmali et al, 2006; Buggisch et al, 2007).

Las células, y el eritrocito de forma particular, disponen de mecanismos
de proteccidon para evitar la accion de los radicales libres mediante sistemas
enzimaticos y compuestos que secuestran dichos radicales, como el GSH, los
tocoferoles o el ascorbato (Rice-Evans, 1990). Diversos compuestos naturales y
de caracter sintético pueden cumplir esta misma mision, en especial aquellas
moléculas que portan un anillo aromatico con al menos un grupo hidroxilo en
su molécula, los compuestos fendlicos. Estos compuestos tienen amplia
distribucion en la naturaleza, en especial los compuestos polifendlicos, que son
actualmente objeto de multiples estudios, dada la importancia que tienen en la
prevencion del dano oxidativo desencadenado por radicales libres. Los
flavonoides forman parte del grupo de los polifenoles, y estan ampliamente
representados en los organismos fotosintéticos, formando parte de los
componentes de la dieta. Estos compuestos estan dotados de un alto poder
antioxidante, atribuyéndoseles ademas un amplio numero de actividades
bioldgicas adicionales (Rice-Evans et al, 1996; Afanas “ev et al, 1989; Lien et al,
1999). Su poder antioxidante, asi como otras propiedades inherentes a estos
compuestos son estrictamente dependientes de su grado de incorporacion,
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distribucién y orientacion en las membranas bioldgicas, lo que viene marcado
por la composicidn y estructura de la propia membrana, dadas las interacciones
que se establecen entre el flavonoide y los componentes de la membrana
(Arora et al, 2000; Saija et al, 1995b; Scheidt et al, 2004; Oteiza et al, 2005;
Hendrich, 2006). Estudios previos llevados a cabo en nuestro grupo han puesto
de manifiesto que la modificacion de los contenidos de colesterol en el eritrocito
producen modificaciones en el estado fisico de la membrana e incrementan la
exteriorizacién de los aminofosfolipidos, alterando la morfologia y la integridad
celular, lo que hace al eritrocito mas susceptible al dafio oxidativo (Lopez-
Revuelta et al, 2005; Lopez-Revuelta et al, 2007). Nuestra hipétesis de trabajo
en este estudio se sustenta en la alteracidon estructural y fisica que sufre la
célula ante la modificacion de los contenidos de colesterol de su membrana
plasmatica, lo que debe repercutir en la incorporacion del flavonoide, y por
tanto, en el grado de proteccién que otorgan éste y otros antioxidantes a la
célula frente al dafo oxidativo inducido por radicales libres, estudios sobre los
que desconocemos que existan datos previos. Con el fin de verificar la citada
hipdtesis de trabajo se ha utilizado un modelo experimental bien conocido en
nuestro grupo de investigacion, el eritrocito. Se trata de una célula facilmente
modificable en sus contenidos de colesterol, y sumamente sensible al ataque
por ROS, induciendo el proceso oxidativo mediante tratamiento del eritrocito
con hidroperdxido de ter-butilo (tBHP). Como antioxidante se ha elegido la
quercetina, compuesto con alta representacion en la dieta, que aporta gran
proteccion frente al dafo oxidativo en nuestro modelo experimental, como
demostraron nuestros estudios preliminares. En paralelo se han efectuado
analisis con su glucésido rutina, cuyo estudio ha aportado informacion
adicional.

Por tanto, la investigacion propuesta se concreta en el siguiente
OBJETIVO GENERAL: “Analizar la influencia que ejerce la modificacion de los
contenidos de colesterol en la membrana sobre la proteccion otorgada por la
quercetina y la rutina frente a las alteraciones estructurales y funcionales que
sufre el eritrocito sometido a estrés oxidativo”, circunscribiéndose el estudio a
los siguientes
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OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Estudiar las alteraciones estructurales y funcionales que provocan la
incorporacion de quercetina y rutina en ausencia de oxidacion en los
eritrocitos controles y modificados.

2. Determinar el grado de proteccién que otorgan ambos antioxidantes
frente a la generacion de ROS y a la peroxidacién, con un analisis
complementario de la composicion lipidica en los diferentes tipos de
eritrocitos oxidados.

3. Analizar la proteccién que aportan ambos antioxidantes frente a los
cambios estructurales (distribucion de aminofosfolipidos y estado de
fluidez de la membrana) mostrados por los distintos tipos de
eritrocitos oxidados.

4. Explorar algunos aspectos relacionados con la viabilidad e integridad
celular (grado de hemdlisis, estabilidad isotdnica, contenidos en GSH
y hemoglobina, eritrofagocitosis y morfologia) en los eritrocitos
controles y modificados oxidados en presencia de ambos
antioxidantes.
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1. APARATOS Y MATERIALES

Agitador de bolsas SBS ABT-5.

Agitador orbital SBS modelo AN-1.

Agitador de plataforma para placas Grant Boekel “"BFR25".

Autoclave Selecta “Autotester-G”.

Banos termorregulables SBS TFB serie B y Memmert con sistema de

agitacién incorporado.

Balanzas analitica Precisa "40SM-2002 y granataria Cobos “modelo 201".

Bomba peristaltica Ismatec “MS-REGLO".

Campana de flujo laminar Gelaire “TC48".

Camara de video digital Olympus “DP170” adaptada a un microscopio

invertido de fluorescencia.

Camara digital Nikon “Coolpix 4300".

4 Centrifugas: Beckman “Allegra 21R" y “J2-21M"; Heraeus Sepatech
“Omnifuge 2.0 RS”; Kubota “KR-1500".

4+ Citdbmetro FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) del
Servicio de Citometria de Flujo de la Universidad de Salamanca.

+ Congeladores de —20° Cy - 80° C.

Contenedor de nitrégeno liquido ThermoForma “CryoPlus 3”.

4+ Cromatdgrafo de gases Shimadzu “GC 17A" acoplado a un espectrémetro

de masas Shimadzu “MS QP 5000” del Servicio General de

Espectrometria de Masas de la Universidad de Salamanca.

Equipo para cromatografia en capa fina.

Espectrofluorimetro Hitachi F-4010.

Espectrofotdmetros Novaspec II LKB 4040 e Hitachi U-2000.

Fluorimetro Flouoroskan ascent FL equipado para lectura de placas.

Frigorificos y camaras frias.

Incubadores para cultivos celulares Heraeus “CO,-AUTO-ZERO" y

Shellab.

Microscopio invertido Nikon “TMS”.

Ordenadores PC compatibles.

Rotavapor Biichi "R-200".

Termobloc Liebisch.

Ultracentrifuga Beckman Optima XL-100K.

-

- & &

~

i i -

-+ &+ F

Materiales para cultivos celulares. Otros aparatos de uso frecuente en el
laboratorio: agitadores, pipetas automaticas, estufas, pH-metro, etc. Materiales
de vidrio y plastico.

71



Capitulo ITT Materiales y Métodos

2. REACTIVOS

Los siguientes productos fueron suministrados por Sigma Chemical Co
(Sigma-Aldrich-Quimica, Madrid, Espafia): acido tiobarbitirico (TBA), acido N-
[2-hidroxietil]piperacina-N’-[2-etanosulfénico] (HEPES), adenina, anexina V
procedente de placenta humana, anexina V conjugada con isotiocianato de
fluoresceina (anexina V-FITC), azida sddica, 3-t-butil-4-hidroxianisolona (BHA),
ciclodextrinas [B-ciclodextrina (BCD) y metil-B-ciclodextrina (MBCD)], colesterol,
diacetato de diclorofluoresceina (DCFDA), dimetil sulféxido (DMSO), 5-5°-
dithio-bis(2-acido nitrobenzoico) (DTNB), 3-3 dimetoxibencidina, fluoruro de
fenil-metil-sulfonilo (PMSF), formaldehido, fosfolipasa A, procedente de veneno
de abeja, glutation reducido (GSH), hemoglobina, hidroperdxido de ter-butilo
(tBHP), hidroxitolueno butilado (BHT), lauril sulfato sédico (SDS), patrones de
fosfolipidos y acidos grasos, polivinilpirrolidona (PVP), polioxietileno-23-lauril
éter (Brij 35), quercetina, rutina, seroalbumina bovina (BSA), tris[hidroximetil]
aminometano (TRIS) y 1-[4-(trimetilamonio)-fenil]-1,3,4-hexatrieno (TMA-
DPH).

Productos suministrados por Merck (Merck Farma y Quimica, Barcelona,
Espafia): B-mercaptoetanol, isooctano, malonildialdehidobis (dietilacetal), placas
para cromatografia en capa fina (TLC) (Silicagel G60 de 10x20 cm, 0,25 mm de
espesor). Los reactivos BFs-metanol y “Phospray” procedian de Supelco Inc.
(Sigma-Aldrich-Quimica, Madrid, Espafia). El ditionito sddico y el glutaraldehido
25% fueron proporcionados por Fluka (Fluka Chemie GmbH, Buchs,
Switzerland). Reactivos para cultivos celulares procedentes de BioWhittaker
(Walkersville, MD, USA): L-Glutamina (200 mM en NaCl 0,85%), medio RPMI
1640 sin L-glutamina, penicilina-estreptomicina (penicilina 5000 U/ml-
estreptomicina 5000 pg/ml), suero bovino fetal (BSF). Otros reactivos procedian
de diversas casas comerciales: 1-palmitoil-2-[6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-
ilNamino]hexanoil]-sn-glycero-3-phosphoserine (NBD-PS) de Avanti Polar Lipids,
Inc. (Alabaster, AL, USA), 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) de Aldrich (Sigma-
Aldrich-Quimica, Madrid, Espafa), solucion de azur-eosina-azul de metileno
segun Giemsa de Panreac (Barcelona, Espafia). El resto de los reactivos
comunes utilizados fueron proporcionados por Panreac (Barcelona, Espana).

Los disolventes organicos cloroformo y metanol, de origen comercial, e

isopropanol y éter de petroleo, procedentes de Panreac, fueron destilados antes
de su utilizacién.
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3. MUESTRAS

La experimentacion se ha llevado a cabo con conejos (Oryctolagus
cuniculus) machos, adultos de mas de 2 meses de edad, de raza albina
neozelandesa. Los animales se han mantenido estabulados en el Servicio de
Experimentacién Animal de la Universidad de Salamanca en jaulas individuales
a temperatura de 20-22° C, con periodos de luz-oscuridad de 12 h, con libre
acceso tanto a la comida como al agua de bebida. La alimentacion se ha
realizado con una dieta estandar para conejos (Panlab S.L., Barcelona, Espafia).

Los estudios se han llevado a cabo con la sangre de estos animales, que
ha sido extraida mediante puncion de la arteria mayor de la oreja,
recogiéndose, generalmente, 25 ml de la misma sobre 3,5 ml de anticoagulante
citrato/fosfato/glucosa/adenina (CPD-A;) (15 mM Aacido citrico, 88 mM citrato
sddico, 16 mM fosfato monosddico, 140 mM glucosa y 2 mM adenina) (Scott y
Slichter, 1980), en tubos “Falcon” de 50 ml de capacidad.

4. METODOS
4.1. OBTENCION DE LOS ERITROCITOS

La sangre recogida en las condiciones especificadas en el apartado 3 de
este capitulo, se centrifugd a 200 x g durante 15 min para sedimentar los
eritrocitos y separarlos del plasma rico en plaquetas y leucocitos. Se obtuvo de
este modo un plasma rico en plaquetas (PRP), situado en la parte superior, que
fue desechado. Los eritrocitos, que ocupan la parte inferior del tubo, fueron
lavados dos veces consecutivas con 3 voliumenes de una disolucién de fosfato
sddico 5 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5 (disolucion PBS) a 700 x g durante 6 min.
Finalmente se realizd un ultimo lavado de los eritrocitos con la disolucion de
PBS a 2.500 x g durante 5 min para lograr la compactacion total de los
eritrocitos.
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4.2. MODIFICACION DE LOS CONTENIDOS DE COLESTEROL EN
LOS ERITROCITOS

4.2.1. Enriquecimiento en colesterol

El procedimiento utilizado se basa en el empleo de polivinilpirrolidona
(PVP), sustancia conocida por su capacidad para expandir la membrana e
incorporar compuestos hidrofébicos de diversa indole (Shinitzky et al, 1979;
Sanchez-Yagle et al, 1987).

El medio de enriquecimiento corresponde al sobrenadante obtenido al
centrifugar a 3.000 x g durante 10 min una disolucion de colesterol (5 mg/ml
de etanol) diluida 10 veces con la suspension de PVP (disolucion de fosfato
sédico 10 mM, NaCl 140 mM, glucosa 0,2% y BSA 0,05% que contiene 3,5% de
PVP, p/v), previamente agitada.

El enriquecimiento fue llevado a cabo segun indican Lopez-Revuelta et al
(2005). Los eritrocitos al 10% de hematocrito (4 ml de hematocrito al 100%)
fueron incubados con agitacién (en un agitador de bolsas SBS ABT-5) en el
medio de enriquecimiento (36 ml) a temperatura ambiente durante 4 h. Como
control, se utilizaron eritrocitos dispersos en la suspension de PVP (exenta de
colesterol), en condiciones idénticas a las descritas para incorporar el colesterol.
Los eritrocitos tratados fueron posteriormente sedimentados a 1.000 x g
durante 5 min, recogiéndose una alicuota del sobrenadante para determinar la
hemolisis (véase apartado 4.7.1 de este capitulo) producida durante los
tratamientos. Con el fin de eliminar las disoluciones de transferencia, los
eritrocitos fueron lavados con una disolucién de PBS a 1.000 x g durante 5 min,
y posteriormente a 2.500 x g 5 min, obteniéndose asi los eritrocitos controles y
enriquecidos en colesterol al 100% de hematocrito.

4.2.2. Empobrecimiento en colesterol

El procedimiento utilizado es una modificacion de las metodologias
descritas por Ohtani et al (1989) y Niu et al (2002). Los eritrocitos (13%
hematocrito) fueron incubados con 5 mM de ciclodextrinas [B-ciclodextrina
(BCD) o metil- B-ciclodextrina (MBCD)] a 37° C durante una hora, con agitacion
continua, y sedimentados a 1.000 x g durante 5 min, recogiéndose una alicuota
de sobrenadante para determinar la hemolisis. Posteriormente, los eritrocitos
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fueron lavados y sedimentados de forma idéntica a lo descrito en el
enriguecimiento de colesterol (Lépez-Revuelta, 2005; Lopez-Revuelta et al,
2005).

4.3. OBTENCION DE LAS MEMBRANAS DE LOS ERITROCITOS

Los eritrocitos aislados y modificados segun los procedimientos indicados
en los apartados 4.2.1 y 4.2.2 fueron suspendidos en un medio hipotdnico,
como paso previo a la obtencidn de sus membranas. Esta obtencion esta
basada en el método de Steck y Kant (1974). A 10 ml de eritrocitos (100% de
hematocrito) se les anadieron 10 ml de una disolucién de fosfato soédico 5 mM,
pH 8.0, que contenia PB-mercaptoetanol (1%), PMSF 2 mM vy leupeptina (2
ug/ml). La mezcla se mantuvo en un bano de hielo durante 10 min con
agitacién intermitente, diluyéndose posteriormente con 190 ml de fosfato
sédico 5 mM con 1% de B-mercaptoetanol, pH 8.0, permaneciendo en agitacion
intermitente 10 min. Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 25.000 x g
durante 25 min a 4° C. El sedimento obtenido se sometié a varios lavados con
una disolucion de fosfato sddico 5 mM, pH 8.0, en las condiciones senaladas
anteriormente, hasta que éste se encontraba exento de hemoglobina. El Gltimo
lavado se llevd a cabo con una disolucién de fosfato sddico 5 mM, pH 7.5,
suspendiéndose las membranas eritrocitarias en esta ultima disolucion con la
ayuda de un homogeneizador manual de vidrio, para almacenarlas finalmente a
-20° C en atmdsfera de nitrogeno, previa determinacién de su contenido en
proteinas

4.4. DETERMINACION DE HEMOGLOBINA Y METAHEMOGLOBINA
4.41. Determinacion de la hemoglobina (Hb)

La determinacién de la hemoglobina se llevd a cabo mediante la
deteccion por espectrofotometria del complejo cianometahemoglobina (Tentori
y Salvati, 1981).

La hemoglobina se valoré a partir de 100 pl de eritrocitos (100%

hematocrito) diluidos al 10% y 20%, respectivamente, en el reactivo de
hemoglobina [disolucién de KsFe(CN)s 0,6 mM, KCN 0,75 mM, 0,5 g/l de
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detergente Brij 35 en tampon fosfato potasico 2,5 mM, pH 7.2, diluido 50 veces
con H,0]. Alicuotas de las mezclas anteriores (50, 100, 150 y 200 pl) fueron
llevadas a un volumen final de 2,5 ml con el reactivo de hemoglobina, y tras 5
min de reposo, sus absorbancias fueron leidas a 540 nm.

A partir de una disolucion de hemoglobina de 16,7 mg/ml, se construyd
una recta patron de calibrado con concentraciones comprendidas entre 0,42 y
3,36 mg.

4.42. Determinacion de la metahemoglobina (MetHb)

La metahemoglobina se determind porcentualmente por el método de
Salvati y Tentori (1981).

Los eritrocitos (50 pl del 100% de hematocrito) fueron hemolizados con
40 volumenes de agua destilada (2 ml). El hemolizado (1,5 ml) se mezcl6 con
1,5 ml de una disolucién amortiguadora de fosfato sodico 0,1 M, pH 6.8. A 1 ml
de esta mezcla se le anadieron 34 pl de KsFe(CN)g al 20% (p/v), transcurridos 5
min, se determind la absorbancia de la mezcla a 630 nm (A:2). A continuacion
se afadieron 34 pl de KCN al 5% (p/v), y transcurridos 3 min mas, se repitid la
lectura a 630 nm (Ayp).

Por otra parte, se tomd 1 ml de la mezcla hemolizado-tampédn, y se le
ahadieron 34 ul de agua destilada, realizandose después de 5 min la medida de
la absorbancia a 630 nm (Aa). Seguidamente se anadieron 34 pl de KCN al 5%
(p/v), y al cabo de 3 min se determind de nuevo la absorbancia a 630 nm (Axb).

El porcentaje de metahemoglobina (MetHb) presente en la muestra se
determind utilizando la siguiente expresion matematica:

Aza — Axp
% MetHb= x 100
Ala - Alb
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4.5. VALORACION DE PROTEINAS

El contenido en proteinas de las muestras de membranas eritrocitarias se
determind por el método de Markwell et al (1978). La valoracion esta basada
en la absorcidn que presentan a 660 nm los complejos de color violeta que
forman los grupos fendlicos e inddlicos de la tirosina y el triptéfano existentes
en las proteinas cuando reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu (acido
fosfomolibdowolframico), junto con los complejos clprico-alcalinos originados
por la reaccion de los enlaces peptidicos con el cobre del reactivo de Biuret.

Como patron se utilizd seroalbumina bovina (0,5 mg/ml). Distintos
volimenes de muestras, diluidas convenientemente en NaOH 0,1 N, y de
patrones, ajustados con NaOH 0,1 N a 300 pl, fueron incubados en cada caso
con 1 ml del reactivo de Biuret [100 partes de reactivo A (2% Na,COs, 0,4%
NaOH, 0,16% tartrato sddico, 1% SDS, p/v) y 1 parte de CuSO4 al 4%, p/v]
durante 10 min a temperatura ambiente. A continuacion se afadieron 100 pl de
reactivo Folin-Ciocalteu diluido (1:1, v/v), efectuandose la lectura de las
muestras a 660 nm después de 45 min en oscuridad.

Este procedimiento experimental permite cuantificar cantidades de
proteinas comprendidas entre 10 y 100 ug.

4.6. DETERMINACION DEL GLUTATION REDUCIDO (GSH)

El contenido en glutation reducido (GSH) de los eritrocitos fue
determinado por medida de los grupos sulfhidrilo en disoluciones acidas, que
proceden de los sobrenadantes de las mezclas de oxidacion que contienen
acido tricloroacético (TCA) (véase el apartado 4.8.1). Los grupos SH al
reaccionar con el acido 5,5 -ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB) forman
complejos de color amarillo que presentan maxima absorcion a 412 nm (Dise y
Goodman, 1986).

La valoracién de GSH se realizd en una mezcla que contenia 6 pmoles de
DTNB, compuesta por 200 ul de sobrenadante, 100 ul de una disolucion de TCA
al 14% en PBS (p/v), 600 pl de Tris 1 M, pH 8.0 y 60 ul de DTNB 100 mM en
Tris 1 M, pH 7.0. La mezcla se agitd y se midié su absorbancia a 412 nm. La
cuantificacion del GSH se realizd con una recta de calibrado construida con una
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disolucion de GSH 10 mM, con concentraciones comprendidas entre 2,5 y 100
nmoles.

4.7. MEDIDAS DE LA HEMOLISIS Y DE LA ESTABILIDAD EN
MEDIOS ISOTONICOS

4.7.1. Determinacion de la hemélisis durante la modificacion
de los contenidos de colesterol

Las medidas de absorbancia a 418 nm de los sobrenadantes procedentes
de los medios de enriquecimiento y empobrecimiento de colesterol, permiten
valorar el grado de hemdlisis producido por los tratamientos. Los eritrocitos no
tratados (100% de hematocrito) fueron suspendidos en volimenes de agua
destilada idénticos a los volimenes de las mezclas de tratamiento utilizadas
durante la modificacién (enriquecimiento y empobrecimiento) de los contenidos
de colesterol, considerandose el 100% de hemodlisis al valor de la absorbancia
de dicha mezcla a 418 nm. A partir de dicho valor se establecid el
correspondiente porcentaje de hemdlisis en los sobrenadantes de cada
tratamiento medidos a 418 nm. Esta forma de medida aporta porcentajes de
hemolisis practicamente idénticos a los que se obtienen por valoracion del
complejo cianometahemoglobina a 540 nm, tal como se describe a
continuacion.

La determinacién de la hemdlisis en los sobrenadantes por valoracion del
contenido de hemoglobina se llevé a cabo en condiciones similares a las
descritas en el apartado 4.4.1. A 200 pl del sobrenadante procedente de los
medios de modificacion se afadieron 1,05 ml del reactivo de hemoglobina,
transcurridos 5 min, se realizd la lectura de las absorbancias a 540 nm,
estableciéndose el porcentaje de hemdlisis en cada muestra a partir del valor
del control (eritrocitos suspendidos en H,0), al que le corresponde el valor de
100%.
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4.7.2. Determinacion de la hemolisis durante el dafo
oxidativo

Este método se basa en la medida de la dispersion de la luz “light
scattering” a 700 nm que producen los eritrocitos intactos suspendidos en un
determinado medio (Ivanov, 1999).

Se utilizaron como control los eritrocitos intactos (100 pl del 100% de
hematocrito) suspendidos en 7,5 volumenes de una disolucién de PBS,
asignandose el 100% de eritrocitos intactos al valor de la absorbancia a 700 nm
que presenta dicha suspension. La suspension de eritrocitos oxidados (100 pl),
diluida convenientemente, fue medida a 700 nm, estableciéndose el porcentaje
de eritrocitos intactos en la misma a partir de los valores del control.

4.7.3. Determinacion de la estabilidad en medios isotdnicos

Esta determinacion esta basada en el procedimiento descrito por Pessina
et al (1981). Los eritrocitos (50 ul al 100% de hematocrito) sometidos a los
distintos tratamientos fueron incubados en 1,25 ml de NaCl 154 mM durante 16
h a temperatura ambiente, centrifugandose posteriormente a 3.500 x g durante
5 min. En los sobrenadantes obtenidos (50 ul) fueron valorados los contenidos
de hemoglobina mediante la adicion de 1,2 ml del reactivo de hemoglobina,
tras la medida a 540 nm del complejo cianometahemoglobina formado
(apartado 4.4.1). El 100% de hemdlisis correspondia en este caso, al valor de la
absorbancia a 540 nm del complejo de cianometahemoglobina procedente del
sobrenadante de los eritrocitos suspendidos en NaCl 10 mM, estableciéndose a
partir de este valor el porcentaje de hemolisis en las distintas muestras.

4.8. INDUCCION DEL DANO OXIDATIVO
4.8.1. En ausencia de antioxidante

El hidroperdxido de ter-butilo (tBHP) es un agente generador de
radicales butoxilo (t-BuO°), que requiere la presencia de Fe*? en el medio para
la formacidon de estos radicales. Los radicales butoxilo atacan las moléculas
organicas provocando su alteracion, proceso en el que se liberan diferentes
productos de la oxidacion. En nuestro estudio experimental se ha empleado
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este agente como inductor del dafio oxidativo, por ser el mas efectivo de todos
los ensayados, como se desprende de estudios previos realizados por nuestro
grupo (LApez-Revuelta, 2001). Distintos autores han utilizado también este
agente como inductor del dano oxidativo en diferentes sistemas bioldgicos
(Rice-Evans et al, 1985; Borowitz y Montgomery, 1989; Chen et al 2000),
incluidos los eritrocitos (Lépez-Revuelta et al, 2005; Lopez-Revuelta et al,
2007).

Los eritrocitos intactos fueron suspendidos en PBS al 13% de
hematocrito y oxidados a 37° C durante 30 min en mezclas de reaccion de 1,5
ml con tBHP, generalmente, 2 mM.

Las membranas eritrocitarias (0,8 mg de proteinas) suspendidas en 1ml
de tampon fosfato sédico 5 mM, pH 7.5, fueron oxidadas a 37° C durante 45
min con tBHP 2 mM y FeSO4 0,5 mM.

Como blancos se utilizaron muestras que no contenian agente oxidante
(tBHP), y que fueron tratadas en idénticas condiciones a las muestras oxidadas.

Las reacciones en las que se determind el grado de oxidacion por medida
de las sustancias reaccionantes con el acido tiobarbitirico (TBARS) (véase
apartado 4.9.1) o en las que se valord el contenido en GSH (véase apartado
4.6) se pararon, en todos los casos, por inmersion en un bafio de hielo. A 1 ml
de la mezcla de oxidacidn se adicionaron 0,5 ml de acido tricloroacético (TCA)
al 28% (p/v) en NaAsO, 0,1 M, centrifugandose posteriormente a 3.000 x g
durante 5 min para recoger el sobrenadante (Rohn et al, 1993).

Cuando los eritrocitos oxidados fueron utilizados para otros estudios,
inmediatamente después de la oxidacion, las mezclas fueron centrifugadas a
2.500 x g durante 5 min, y los eritrocitos sedimentados fueron lavados dos
veces con una disolucion de PBS a 2.500 x g, 5 min.

Para las medidas de anisotropia de fluorescencia en las membranas
eritrocitarias oxidadas, la reaccion de oxidacion llevada a cabo en las
condiciones descritas anteriormente fue parada por adicion al medio de
reaccion de 25 pl de BHT al 0,02% (p/v) y 100 pl de EDTA-Na, 0,5. Las
membranas oxidadas se obtuvieron a partir de la mezcla anterior por
centrifugacion a 100.000 x g, 30 min, y posteriormente fueron lavadas con
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tampdn fosfato sédico 5 mM, pH 7.5. El sedimento de membranas fue
suspendido en este mismo tampon, determinandose su contenido en proteinas
y almacenandose a -80° C hasta su posterior uso.

4.8.2. En presencia de antioxidante

Se ensayaron los compuestos flavonoides con propiedades antioxidantes,
quercetina y rutina. Los eritrocitos diluidos al 13% de hematocrito con PBS,
fueron preincubados a 37° C durante 10 min en presencia de cada uno de estos
compuestos para favorecer la incorporacidon de los mismos al eritrocito.
Posteriormente se afiadié tBHP y se incubaron las mezclas de reaccion a 37° C
durante 30 min. Las concentraciones finales de oxidante y antioxidante en las
mezclas de reaccion fueron diferentes en funcion del estudio a realizar,
manteniéndose, en general, razones molares antioxidante:oxidante de 1:2. Las
reacciones de oxidacion finalizaron en cada caso con los tratamientos indicados
en el apartado anterior.

Para establecer los correspondientes blancos y controles en este tipo de
estudio, los eritrocitos fueron tratados del siguiente modo: i) el control,
contenia en el medio de oxidacion tBHP en ausencia de antioxidante; ii) el
blanco, contenia el correspondiente antioxidante sin agente oxidante,
llevandose a cabo las reacciones de oxidacién en idénticas condiciones a las
sefaladas anteriormente. El dano oxidativo en presencia de cada compuesto
antioxidante fue expresado en porcentaje a partir del valor del control, al que
se asigna el 100% de oxidacion en ausencia del antioxidante, previa sustraccion
de los valores de los blancos correspondientes. El valor porcentual obtenido
correspondera al porcentaje de capacidad antioxidante del compuesto.

4.9. CUANTIFICACION DEL DANO OXIDATIVO POR MEDIDA DE
LAS SUSTANCIAS REACCIONANTES CON EL ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS).

Se siguid el método descrito por Rohn et al (1993). Este método se basa
en la determinacion por espectrofotometria del complejo coloreado que se
forma entre los productos procedentes de la oxidacion y el acido tiobarbiturico
(TBA), cuya reaccion es conocida como reaccion de los TBARS (sustancias
reaccionantes con el acido tiobarbiturico).
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La valoracién de los TBARS se realizd en los sobrenadantes de las
mezclas de oxidacion que contenian TCA al 28% (véase apartado 4.8.1),
expresandose los resultados en equivalentes de malonildialdehido (pmoles
MDA/mg Hb en el caso de los eritrocitos; nmoles MDA/mg proteina en el caso
de las membranas eritrocitarias). A 600 ul de sobrenadante del medio de
oxidacion que contiene TCA al 28% (ver apartado 4.8.1) se afadieron 150 pl de
TBA al 1% (p/v) en NaOH 0,1 N. La mezcla se incub6 en un bafo de agua en
ebullicion durante 15 min, sumergiéndose en un bafio de hielo y midiéndose
posteriormente la coloracion rosacea de la mezcla a 535 nm. Como patron se
utilizd MDA a concentraciones de 0,2-7 nmoles, formado a partir de la hidrdlisis
del compuesto comercial malondialdehido-bis (dietilacetal) anadido al medio de
oxidacion.

4.10. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ESPECIES REACTIVAS
DE OXIGENO (ROS) EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE
ANTIOXIDANTE

Para esta determinacion se ha empleado la sonda diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (DCFDA), un compuesto no fluorescente que penetra
por difusion pasiva en las células. Dicho compuesto es hidrolizado en el citosol
a 2’,7 -diclorodihidrofluoresceina (DCFH,), que es susceptible de ser oxidada
por los ROS dando el compuesto fluorescente 2,7 “-diclorofluoresceina (DCF).
La medida de la fluorescencia emitida por la DCF a 530 nm después de haber
sido excitada a 495 nm, permite determinar la cantidad de ROS formados tras
el proceso oxidativo (Wang y Joseph, 1999), siendo especialmente sensible a la
deteccidn de H,0, y radicales peroxilo (Gomes et al, 2005).

El método de determinacion esta basado en el procedimiento descrito
por Tedesco et al (2000). Los eritrocitos intactos, al 10% de hematocrito en
una disoluciéon de PBS, fueron incubados con DCFDA 10 uM a 37° C durante 30
min en oscuridad. Posteriormente fueron centrifugados a 1.000 x g, 5 min y
lavados dos veces con PBS. La primera vez a 1.000 x g, 5 min, y la segunda vez
a 2.500 x g, 5 min, aislandose asi los eritrocitos cargados con la sonda DCFDA.

La determinacion de la produccion de ROS por exposicion al tBHP, en

presencia o ausencia de los antioxidantes quercetina y rutina, se realizd en
placas “multipocillo de 96" en un lector de fluorescencia para placas Fluoroskan

82



Capitulo ITT Materiales y Métodos

ascent FL. Cada pocillo contenia eritrocitos al 0,25% de hematocrito cargados
con DCFDA en un volumen final de 100 pl. Como controles se utilizaron
eritrocitos oxidados con tBHP, cuyo valor de fluorescencia constituia el 100% de
oxidacion, y como blancos, eritrocitos preincubados con antioxidantes y no
sometidos al proceso oxidativo. El resto de pocillos se prepararon formando un
gradiente creciente de relaciones antioxidante:oxidante, manteniendo siempre
constante la concentraciéon del agente oxidante. La incorporacién del
antioxidante se llevd a cabo en condiciones idénticas a las indicadas en el
apartado 4.8.2, por preincubacién de los eritrocitos previa a la oxidacion a
37° C durante 10min en presencia del antioxidante correspondiente.

Se tomaron medidas puntuales de la fluorescencia emitida a 538 nm
(Exc. 485 nm) por la mezcla de reaccion inmediatamente después de la
adiccion del oxidante durante 10 min, a intervalos de 5 s. Los resultados fueron
expresados como la variacion de las unidades de fluorescencia relativa (UFR)
por minuto (AUFR/min). Los contenidos de ROS en presencia de los
antioxidantes fueron expresados porcentualmente, considerando que el 100%
de la produccion de ROS se asigna al valor de fluorescencia obtenido en las
mezclas de los eritrocitos tratados con el tBHP en ausencia de antioxidante.

4.11. ESTUDIO DE LA COMPOSICION LIPIDICA
4.11.1. Extraccion de los lipidos

Los lipidos procedentes de las diferentes muestras fueron extraidos por
el método de Rose y Oklander (1965).

A un volumen de muestra (eritrocitos al 100% de hematocrito) se
ahadieron 0,5 volimenes de EDTA-Na, 0,5 M, pH 7.4 y 7 voliumenes de
isopropanol, manteniéndose la mezcla en agitacion intermitente durante 1 h a
temperatura ambiente, bajo atmdsfera de N,. A continuacién se anadieron 5
volimenes de cloroformo, agitandose en idénticas condiciones a las indicadas
anteriormente. Posteriormente la mezcla se centrifugd a 2.500 r.p.m. durante 5
min en una centrifuga de mesa, con el fin de eliminar el sedimento. El
sobrenadante se filtrd y se llevd a sequedad bajo corriente de N, o bajo presion
reducida en un rotavapor a 37° C. El extracto obtenido se disolvid en
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cloroformo/metanol 2:1 (v/v) y se almacend a -20°C bajo atmosfera de N,
hasta el momento de su utilizacion.

4.11.2. Valoracion de los contenidos en fosfolipidos

La cuantificaciéon de los fosfolipidos se llevd a cabo mediante la
determinacion del fosforo lipidico (Pi) contenido en cada muestra, vy
multiplicando este valor por el factor 25 (1 pg de fosforo lipidico procede de 25
Mg de fosfolipidos), tal como indican Barber y Jamieson (1970).

La valoracién del Pi se realizd siguiendo el método descrito por Rouser et
al (1970). Las muestras llevadas previamente a sequedad, fueron hidrolizadas
con 150 pl de HCIO4 al 60% durante 45 min a 190° C en un “termobloc”. El
fésforo liberado en dicho proceso se cuantificd por espectrofotometria. A las
muestras hidrolizadas se anadieron 700 pl de agua destilada, 100 pl de
molibdato amdnico al 2,5% (p/v) y 100 ul de acido ascorbico al 10 % (p/v). La
mezcla se aqgitd y se incubd en un bafo de agua en ebullicion durante 5 min,
midiéndose a continuacién la coloracion azul de la mezcla fria a 797 nm.

La cuantificacion de Pi se realizd utilizando una recta de calibrado
construida con una disolucion de KH,PO4 (4,3 g/l), que equivale a 1 g Pi/l,
diluida al 1% y 0,1%, respectivamente, de forma que abarcara concentraciones
comprendidas entre 0,1 y 2 ug de fésforo en la mezcla de reaccion.

4.11.3. Valoracion del contenido en colesterol

El colesterol total se valoré como describe Kates (1972). Se llevaron a
sequedad alicuotas de los diferentes extractos lipidicos, a las que se afiadieron
750 pl de acido acético glacial y 500 pl del “reactivo de color” (4 ml del reactivo
de FeCl3-6H,0 al 2,5 % (p/v) en acido ortofosfdrico al 85 % fueron afiadidos a
H,SO4 concentrado c.s.p. 50 ml). La mezcla se agitd vigorosamente y se
mantuvo en oscuridad durante 10 min. El color purpura desarrollado se midié a
550 nm.

La recta patron para la cuantificacion del colesterol se realizd con
mezclas de reaccién que contenian cantidades colesterol libre comprendidas
0,01-0,07 mg, a partir de una disolucidon concentrada de colesterol (0,1mg/ml
de acido acético).
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4.11.4. Separacion y cuantificacion de las diferentes clases
de fosfolipidos

La separacion de las diferentes clases de fosfolipidos se realizd mediante
cromatografia en capa fina (TLC), modalidad bidimensional, segin el método
de Broekhuyse (1969). Se utilizaron placas de Silicagel 60G de 10 x 20 cm y
0,25 mm de espesor (Merck). Las cubetas de cromatografia se saturaron con
los liquidos de desarrollo correspondientes antes del desarrollo de las placas,
empleandose papel de filtro para conseguir una atmosfera saturada. Los
liquidos de desarrollo utilizados fueron los siguientes:

I: cloroformo: metanol: amoniaco al 28%: agua destilada
(60:36:3,7:3,7, v/v).
II: cloroformo: metanol: acido acético: agua destilada (90:40:12:2, v/v).

Cada placa, que contenia 5-15 pg de Pi, fue desarrollada en sentido
ascendente con el liquido I en la primera dimensidn. Posteriormente se secé al
vacio durante 45 min para eliminar cualquier traza del liquido de desarrollo. A
continuacién se desarrolld en la segunda dimensién, también de forma
ascendente, empleando el liquido II. El revelado de las placas se realizd con
“Phospray”, revelador especifico de lipidos que contienen fosforo en su
molécula, o mediante la exposicion de la placa a vapores de yodo. La
identificacion de las diferentes clases de fosfolipidos se llevd a cabo por
comparacion de sus Rfs con patrones comerciales de fosfolipidos (PC, PE, PS,
PI, DPG, SM vy sus lisofosfatidilderivados correspondientes), que fueron
desarrollados en idénticas condiciones a las muestras a identificar.

Para proceder a la cuantificacion de los diferentes fosfolipidos, se
rasparon cada una de las manchas detectadas en las placas y se valord el
contenido en fdsforo de las mismas tal como se describe en el apartado 4.11.2
de este capitulo. El color desarrollado se midi6 mediante espectrofotometria a
797 nm, previa eliminacién de la silicagel presente en la muestra por
centrifugacion a 2.500 r.p.m. durante 5 min. Como blancos se emplearon zonas
de las placas que contenian silicagel libre de material lipidico y que fueron
tratadas de igual forma que el resto de las muestras.
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4.11.5. Separacion, identificacion y cuantificacion de los
acidos grasos mediante cromatografia en fase
gaseosa (GC) acoplada a espectrometria de masas
(MS)

Esta determinacion esta basada en estudios precedentes llevados a cabo
en eritrocitos y plaquetas (Llanillo et al, 1995; Martin-Valmaseda et al, 1998;
Lépez-Revuelta et al, 2005). En primer lugar se procedié a la formacion de los
ésteres metilicos de los acidos grasos (FAME) segun el método de Metcalfe et al
(1966). Las alicuotas de los extractos lipidicos que contenian 10-15 ug de Pi se
llevaron a sequedad bajo atmdsfera de nitrdgeno. A continuacion se disolvieron
en 1 ml de éter de petrdleo y se aifiadieron 750 pl de BFs-metanol. La mezcla se
agitd y se incubd a 100° C durante 45 min en un “termobloc”, bajo atmosfera
de nitrégeno, para conseguir la formacion de los FAME. La reaccion se pard por
enfriamiento rapido y posterior adicién de 500 pl de agua destilada. La mezcla
se agitd vigorosamente y se separaron dos fases por centrifugacion a 2.500
r.p.m. Se recogio la fase superior que contenia los FAME, al resto se afadieron
500 pl de éter de petroleo para lograr reextraer el resto de los FAME. Las fases
superiores se llevaron a sequedad mediante una corriente de nitrégeno y se
almacenaron a -20°C disueltas en 150 pl de éter de petroleo, bajo atmodsfera de
nitrdgeno, hasta el momento de su utilizacion.

Las muestras almacenadas, fueron desecadas previamente, y disueltas a
continuacién en 20 pl de isooctano inmediatamente antes de ser inyectadas en
el cromatografo. La separacion y cuantificacion de los FAME se realiz a partir
de la inyecciéon de 0,15 pl del extracto disuelto en isooctano en un
cromatdgrafo de gases del Servicio General de Espectrometria de Masas de la
Universidad de Salamanca (Shimadzu GC 17A acoplado a un espectrometro de
masas Shimadzu MS QP 5000), equipado con un detector de ionizacién de llama
(FID) y una columna capilar TR-Wax (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). El programa
de temperaturas utilizado fue el siguiente: temperaturas del inyector y del
detector 210° C y 240° C, respectivamente, aplicandose a la columna un
gradiente de temperaturas que iba desde 115° C durante 5 min (temperatura
inicial) hasta alcanzar, mediante una rampa de 10° C/min, una temperatura de
190° C, seguido de una segunda rampa de 2° C/min hasta alcanzar la
temperatura final de 230° C, a la que se mantuvo la columna durante 20 min.
Se empled helio como gas portador.
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Los acidos grasos fueron identificados por comparacion de sus perfiles
cromatograficos y/o sus tiempos de retencidn con patrones de ésteres metilicos
de acidos grasos comerciales, confirmado mediante espectrometria de masas.
Su cuantificacién se llevd a cabo mediante la integracion de las areas
correspondientes a cada uno de los picos del cromatograma, lo que permitid
determinar el porcentaje en peso de cada acido graso presente en la muestra,
considerandose el 100 % a la suma total de las areas integradas.

4.12. ESTUDIOS DE POLARIZACION DE FLUORESCENCIA

La polarizacidon de fluorescencia es una técnica fisica simple y de gran
sensibilidad que se aplica al estudio del estado fisico de la membrana,
permitiendo determinar su grado de fluidez. La magnitud de la polarizacién se
puede expresar de acuerdo con Shinitzky y Barenholz (1974) como el grado de
polarizacién de fluorescencia (P) o como el grado de anisotropia de
fluorescencia (rs).

La metodologia empleada en este estudio, basada en los trabajos de
Barenholz et al (1976) y Shinitzky y Barenholz (1978), se apoya en estudios
previos realizados por nuestro grupo (Martin-Valmaseda, 1996; Martin-
Valmaseda et al, 1998), donde se han dado a conocer las condiciones 6ptimas
para realizar las medidas de polarizacion y anisotropia de fluorescencia de las
sondas 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) y 1-[4-(trimetilamonio)-fenil]-6-fenil-
1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH) incorporadas a las membranas: concentraciones
de sonda, cantidad de membrana y cinéticas de incorporacion de las sondas.

4.12.1. Condiciones de medida

Las medidas de anisotropia de fluorescencia (rs) en estado estacionario
se realizaron con un espectrofluorimetro Hitachi F-4010 equipado con una
lampara de Xenon de 150 W como fuente de excitacidn, y un accesorio formado
por dos polarizadores dispuestos en L, uno para el haz de excitacion y otro para
el haz de emisién. El polarizador de excitacion se situaba a 0° & 90°
manualmente, mientras que el de emision cambiaba su posicion de 0° a 90°
con una frecuencia de 15 s mediante un dispositivo de rotacion automatica. Las
longitudes de onda de excitacién y de emision fueron de 360 y 430 nm,
respectivamente, para el DPH. En los estudios con TMA-DPH se empled una
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longitud de onda de excitacion de 365 nm, siendo la de emisidon de 428 nm. Las
rendijas de excitacion y emisién fueron de 10 y 20 nm, respectivamente, para
ambas sondas.

Las dos sondas fluorescentes utilizadas en este estudio se localizan en
distintas regiones de la bicapa lipidica de la membrana. El DPH se sitda en la
region central de la bicapa, paralelo a las cadenas acilicas de los lipidos,
mientras que la sonda TMA-DPH se localiza en la superficie de la membrana,
interaccionando con las cabezas polares de los fosfolipidos anidnicos
(Prendergast et al, 1981; Lentz, 1989). Las condiciones de medida aplicadas
son idénticas a las aplicadas en estudios recientes efectuados en eritrocitos
(Lopez-Revuelta et al, 2005). Se anadieron 0,5 nmoles de las sondas DPH
(disuelta en tetrahidrofurano) o TMA-DPH (disuelta en dimetilsuféxido) a 100
ug de proteinas de membranas eritrocitarias (controles u oxidadas) suspendidas
en 4 ml de una disolucion de PBS, manteniéndose una razén molar
fosfolipido/sonda 50:1. El disolvente organico afadido a la mezcla fue siempre
inferior al 0,03 % (v/v), con el fin de no interferir en la estructura de la bicapa
lipidica. La mezcla se agitd vigorosamente durante 10 s y se incubd en
oscuridad a 37° C durante 30 min para lograr la incorporacion total de las
sondas a la membrana. Las medidas se realizaron a temperaturas puntuales de
109 C, 20° C, 309 C y 40° C. La temperatura se mantuvo constante con un
bafio termostatico acoplado al portacubetas del espectrofluorimetro vy
controlada convenientemente a lo largo del experimento.

El grado de anisotropia de fluorescencia (rs) se calculd a partir de la
siguiente ecuacion (Shinitzky y Barenholz, 1974; Shinitzky y Barenholz, 1978),

I’s=(I||'L_XG)/(]:|| + 2I, x G)

donde I, e I, son las intensidades de luz emitidas con el plano de
polarizacion paralelo (||) y perpendicular (1) al plano de polarizacion de la luz
de excitacién cuando el polarizador de excitacion se encuentra en posicion de
0°. A estos valores obtenidos se restd la luz dispersada por la muestra (light
scattering). G es un factor corrector para la polarizacion del aparato y cuyo
valor viene dado por la siguiente expresion: G = i, / iy, donde i;; e i, son las
intensidades de luz emitidas con el plano de polarizacion paralelo (]]) vy
perpendicular (1) al plano de polarizacién de la luz de excitacién cuando el
polarizador de excitacidn se sitda en posicion de 90°. Los valores de I} e I, son
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la media aritmética de tres determinaciones independientes hechas para cada
temperatura.

4.13. ESTUDIOS SOBRE LA ORIENTACION DE LOS
FOSFOLIPIDOS EN LA MEMBRANA ERITROCITARIA

4.13.1. Mediante tratamiento con fosfolipasa A;

Los cambios en la disposicion asimétrica de los fosfolipidos de la
membrana fueron investigados mediante el uso de fosfolipasa A, de veneno de
abeja, enzima que hidroliza exclusivamente especies moleculares de los
glicerofosfolipidos que se situan en la cara externa de la bicapa lipidica, en
células intactas o no permeables.

El método empleado es una modificacion del utilizado por Dumaswala et
al (1996), y ha sido aplicado recientemente en eritrocitos (Ldpez-Revuelta,
2005; LoOpez-Revuelta et al, 2007). Los eritrocitos (0,5 ml al 100% de
hematocrito) procedentes de los distintos tratamientos fueron resuspendidos en
2 ml de una disolucion de HBS; (Hepes 10 mM, KCl 150 mM, pH 7.4) que
contenia CaCl, 13 mM y MgCl, 0,3 mM, ya que la presencia de Ca’* es
fundamental para la actividad de la fosfolipasa A,. A esta mezcla se anadieron
100 pl de una disolucion de fosfolipasa A (1.000 IU/ml de disolucion acuosa
con glicerol al 50%), incubandose a 37° C durante 20 min. Posteriormente, los
eritrocitos fueron sedimentados por centrifugacion a 1.000 x g, 5 min,
recogiéndose una alicuota del sobrenadante para determinar el grado de
hemolisis (véase apartado 4.7.1 de este capitulo) producido durante el
tratamiento. Posteriormente se detuvo la reaccion de forma completa por la
adicion de 250 pl de una disolucion de HBS; que contenia 10 mM de EDTA Nas,.

A continuacion, se llevo a cabo la extraccién de los lipidos procedentes
de los eritrocitos tratados, la separacion mediante TLC de los distintos
fosfolipidos y lisofosfolipidos presentes en los extractos lipidicos y su
cuantificacion mediante los métodos descritos en el apartado 4.11 de este
capitulo. El porcentaje de cada clase de fosfolipido presente en la cara externa
de la membrana se corresponde con el porcentaje de lisofosfolipido presente en
la muestra, que es calculado a partir del 100% asignado a la suma del Pi de
cada fosfolipido junto con su lisofosfolipido correspondiente presentes en cada
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muestra. Seguidamente, se llevé a cabo una correccion de los porcentajes de
hidrdlisis obtenidos, ya que el tratamiento con la fosfolipasa A, en los eritrocitos
de conejo produce una hidrdlisis del 90% de la PC, del 89 % de la PE y del 48
% de la PS presentes en el extracto lipidico.

4.13.2. Por citometria de flujo

Este método requiere un marcaje previo de los eritrocitos, basado en la
union de la PS exteriorizada con la proteina anticoagulante anexina V
conjugada con el compuesto fluorescente isotiocianato de fluoresceina (FITC).
La intensidad de fluorescencia emitida por la muestra, que puede ser
cuantificada mediante citometria de flujo, sera directamente proporcional al
grado de exteriorizacidn de la PS en la superficie del eritrocito.

El marcaje de los eritrocitos esta basado en el procedimiento descrito por
de Jong et al (1997). Los eritrocitos (100% de hematocrito) fueron suspendidos
al 0,04% hematocrito en una disolucién HBS; (Hepes 10 mM, NaCl 145 mM, pH
7.4) que contenia CaCl, 2,5 mM, anadiéndose anexina V-FITC (60 ng/ml de
disolucion Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7.5) e incubandose la mezcla
durante 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. Los eritrocitos fueron
posteriormente sedimentados a 10.000 x g durante 10 s, y una vez eliminado el
sobrenadante, suspendidos de nuevo en la disolucién HBS, + CaCl; 2,5 mM al
0,04% de hematocrito.

Las muestras de eritrocitos no marcados y marcados con anexina V-FITC
fueron analizadas en el Servicio de Citometria de Flujo de la Universidad de
Salamanca, siguiendo procedimientos previos (Kuypers et al, 1996; Lopez-
Revuelta et al, 2007) en un citdmetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson,
San José, CA, USA) con el programa de adquisicién de datos CellQuest (Becton
Dickinson). Se adquirieron un minimo de 300.000 eventos por cada muestra,
para asegurar una adecuada medida de los niveles de fluorescencia. El analisis
de los datos se llevd a cabo usando el programa Paint-A-Gate (Becton
Dickinson). La identificacion de la poblacién de eritrocitos intactos se realizd
mediante el andlisis de las caracteristicas de dispersion de luz [side scatter
(SSC)/forward scatter (FSC)] de muestras de eritrocitos frescos, marcados y sin
marcar con anexina V-FITC. Una vez definidas las caracteristicas de dispersion
frontal de luz (FSC, que hace referencia al tamafo celular) y dispersion lateral
de luz (SSC, que hace referencia a la complejidad celular) de los eritrocitos
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intactos, se definieron las caracteristicas de FSC y SSC de los eritrocitos
alterados (no viables), utilizando como control eritrocitos no tratados
suspendidos en agua destilada al 0,04% de hematocrito. La identificaciéon en el
diagrama FSC/SSC de las regiones en las que aparecen los eritrocitos intactos y
los eritrocitos alterados permitié calcular los resultados de integridad celular
(viabilidad) de los eritrocitos diferentes tratados.

El porcentaje de eritrocitos positivos para anexina V-FITC se determind en
funcion del nimero de eventos del total que tenian un canal medio de
fluorescencia (MFI) en el fotomultiplicador FL-1 superior a un determinado valor
de marcaje negativo. Este umbral negativo se establecia en cada experimento
mediante el andlisis de la sefial en FL-1 que se obtenia en una muestra de
eritrocitos no marcados con anexina V-FITC (véase Fig. III. 1).
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Fig. III. 1. Analisis de la sefal de fluorescencia emitida por los eritrocitos
controles no marcados con anexina V-FITC. La linea discontinua
establece el umbral de marcaje negativo a partir del cual se considera a los
eritrocitos positivos para anexina V-FITC.

El andlisis de fluorescencia solamente fue considerado valido en aquellas
muestras con poblaciones de eritrocitos que muestran una integridad > 92%.

4.14. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMINOFOSFOLIPIDO
TRANSLOCASICA

La enzima aminofosfolipido translocasa (APLT) dependiente de
ATP, se encarga del mantenimiento de la asimetria de los aminofosfolipidos en
las membranas bioldgicas, ya que transporta especificamente PS y PE hacia la
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cara interna de la membrana en contra del gradiente de concentracién de estos
fosfolipidos.

El procedimiento de determinacién de esta actividad APLT se basa en el
uso del sustrato fluorescente NBD-PS, que incorporado al eritrocito es
transportado a su interior por accion de la enzima (Tyurina et al, 2004a; Lopez-
Revuelta et al, 2007). El aumento del compuesto en el interior de la célula sera
proporcional a la actividad APLT presente. La fluorescencia emitida por el 1-
palmitoil-2-[6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)amino]hexanoil]-sn-glycero-3-
phosphoserine (NBD-PS) situado en el exterior de la célula es bloqueada por el
ditionito sddico (Na,S,0,). Dicho reactivo debe ser usado en fresco, utilizando
un tampon de elevado pH para su disolucion, dada su gran inestabilidad en
disoluciones amortiguadoras ligeramente acidas (McIntyre y Sleight, 1991).

Los distintos tipos de eritrocitos fueron suspendidos al 0,8 % de
hematocrito en una disolucion de incubacién (Tris-HCl 10 mM, KCl 90 mM, NaCl
45 mM, sacarosa 44 mM y glucosa 20 mM, pH 7.4, con PMSF 500 uM),
manteniéndolos en hielo 10 min. Posteriormente, se anadi® NBD-PS 10 puM (a
partir de una disolucion concentrada 320 UM preparada en etanol) y se incubd
la mezcla 10 min con agitacién intermitente en un bafio de hielo. Los eritrocitos
marcados con la sonda NBD-PS fueron centrifugados a 2.500 x g, 5 min, y
posteriormente fueron suspendidos a la misma concentracion de partida (0,8%
hematocrito) en la disolucién de incubacion. Las suspensiones de los eritrocitos
marcados con la sonda fueron incubadas a 28°C durante diferentes tiempos
para propiciar la actuacion de la enzima sobre el sustrato (internado de la
sonda), optandose como tiempo Optimo para la determinacion los 10 min de
incubacion. La reaccion se pard por enfriamiento rapido en hielo, y se tomaron
alicuotas de 300 pl que fueron diluidas con 2,2 ml de la disolucion de
incubacion. A continuacién se determind la fluorescencia de esta mezcla en un
fluorimetro Hitachi F-4010 a 540 nm, previa excitacion a 470 nm, durante un
intervalo de tiempo de 3 min en agitacién continua. A los 10 s de iniciada la
lectura se anadieron a la mezcla de reaccion 40 pl de Na,S,0; 0,5 M disuelto en
un tampon Tris-HCI 1 M, pH 10, para llevar a cabo el bloqueo de la
fluorescencia emitida por la sonda NBD-PS que permanece en la monocapa
externa de la membrana. Las medidas de fluorescencia se realizaron tal como
se especifica en la Fig. III. 2:
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Representacion grafica de la caida de fluorescencia que se produce
cuando se adiciona ditionito sédico a una suspension de eritrocitos
controles marcados con NBD-PS. Fltotal, fluorescencia en ausencia de
ditionito sddico; FINa,S,0,, fluorescencia en presencia de ditionito sddico.

Inmediatamente antes de la adicion de ditionito sddico (Fluorescencia
tOta|, Fltota|).
Tres minutos después de la adicidn del ditionito sédico (FINa,s,0,).

El porcentaje de NBD-PS internado se determina mediante la siguiente

expresion:

% NBD-PS internado = (Fl; — Flp)/(Fltotai — Flo) x 100

donde, Fliota corresponde a la fluorescencia total emitida por el NBD-PS
unido al eritrocito internado mas el no internado, al ser medido en ausencia
de ditionito sddico; Fly es la fluorescencia basal emitida por el NBD-PS unido
al eritrocito en ausencia de incubacién tras la adicion de ditionito sddico; Fl;
es la fluorescencia emitida por el NBD-PS internado en el eritrocito por accion
de la APLT después de la incubacidon a 28° C durante un tiempo t, con
posterior adicidn de ditionito sodico.

El NBD-PS internado también se cuantificd llevando el valor Fl-FLg a
una recta de calibrado construida con hemolizados de eritrocitos que
contenian concentraciones de NBD-PS comprendidas entre 2-40 pmoles (a
partir de una disolucién concentrada 40 uM NBD-PS) en el medio de reaccién,
determinandose su fluorescencia en ausencia de ditionito sddico.
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4.15. DETERMINACION DE LA ERITROFAGOCITOSIS
4.15.1. Cultivos celulares de macrofagos de raton

Para los estudios de eritrofagocitosis se ha empleado la linea celular de
macréfagos de ratdn 3774, suministrada por el Servicio de Cultivos de Células
Animales del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC, Madrid). Esta linea
celular se crecié en frascos de 75 cm? (5 x 10° células /ml de medio de cultivo)
en el medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con L-glutamina 4 mM,
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml y suero bovino fetal (SBF) al
10% (calentado previamente a 56° C durante 30 min). Las células se
mantuvieron en incubadores a 37° C con una atmosfera humeda 5% de
C0O2/95% de aire. Cuando los frascos alcanzaron un 80-90% de confluencia, las
células se despegaron por raspado con rascadores para cultivos celulares. Se
recogié el medio de cultivo con las células en un tubo falcon y se centrifugo a
600 x g, 5 min, retirdandose el sobrenadante y resuspendiéndose el sedimento
celular en el volumen deseado de medio de cultivo.

El congelado de las células se llevd a cabo en nitrégeno liquido en un
criogenizador a —190° C. Para ello, aproximadamente 3 x 10° células
suspendidas en 1 ml de medio de cultivo con 10% de SBF y 5% de DMSO,
fueron depositadas en un criovial. Previamente a la criogenizacion, las células
fueron sometidas a una congelacion de —1° C/min en un contenedor con
isopropanol mantenido a —80° C durante al menos 4 h.

La descongelacidon del criovial se realizd en un bafio a 37° C lo mas
rapidamente posible. Para su crecimiento, las células descongeladas se
traspasaron a un tubo falcon con medio de cultivo y se centrifugaron a 600 x g,
5 min, lavandose nuevamente con el medio de cultivo y sembrandose en un
frasco de 25 cm? en las condiciones especificadas anteriormente.

4.15.2. Ensayo de la fagocitosis de los eritrocitos por
macrofagos de raton

El ensayo de fagocitosis esta basado en el procedimiento de Pradhan et
al (1994), llevandose a cabo como indican Lopez-Revuelta et al (2007). Se
sembraron 3 x 10° células de macréfago por pocillo (18 mm) en placas
“multipocillo de 24", 12-24 horas antes del experimento de fagocitosis,
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consiguiéndose al cabo de este tiempo una monocapa de células con una
confluencia del 90% aproximadamente. Para evitar interferencias de las
proteinas del suero en la fagocitosis, las células fueron lavadas una vez con
medio de cultivo libre de suero, y mantenidas 1 h a 37° C en este mismo
medio. A continuacion el medio de cultivo fue eliminado, y en cada pocillo se
depositaron 15 x 10° eritrocitos suspendidos previamente en 450 pl de medio
libre de suero. Después de 1 h de incubacién a 37° C, los eritrocitos no
adheridos fueron eliminados mediante dos lavados con PBS. Los eritrocitos
adheridos, pero no fagocitados por los macréfagos, fueron lisados con una
disolucion de Tris-HCl 17 mM, pH 7.2, con NH4Cl 140 mM, a temperatura
ambiente durante 5 min, y eliminados mediante dos lavados con PBS.
Posteriormente, los macroéfagos fueron fijados con metanol frio durante 3 min.
Los eritrocitos fagocitados fueron tefiidos cubriendo los pocillos con una
disolucion de 3,3 "-dimetoxibencidina al 0,0125% (p/v) disuelta en Tris-HCI 0,1
M, pH 7.6, en presencia de 0,006% (v/v) de H,0,, durante 10 min. Los restos
de 3,3 -dimetoxibencidina fueron eliminados mediante un lavado con Tris-HCl
0,1 M, pH 7.6. A continuacién los macréfagos fueron tefiidos con una disolucion
de azur-eosina-azul de metileno segiin Giemsa, diluida 1:10 con fosfato sodico
5 mM, pH 7.2, y lavados 3 veces con la disolucion amortiguadora de la dilucion.
Los macrofagos tefidos fueron examinados en un microscopio Optico,
contandose 300 macrofagos por pocillo (con un recuento de 2-4 pocillos por
muestra) en diferentes campos elegidos al azar. Los macréfagos que tienen uno
0 mas eritrocitos internados se consideran macréfagos con fagocitosis
eritrocitaria  positiva  (eritrofagocitosis), expresandose el indice de
eritrofagocitosis en porcentajes.

4.16. ESTUDIOS MORFOLOGICOS

Los eritrocitos (100% hematocrito) obtenidos de los diferentes
tratamientos fueron fijados con 49 volimenes de glutaraldehido al 1% (v/v) en
una disolucion de fosfato salino (10 mM Na,HPO4, 150 mM NaCl, pH 7.5)
durante 15 min a 4° C. Posteriormente, se lavaron una vez con la misma
disolucién exenta de glutaraldheido, para eliminar los restos de fijador, y se
resuspendieron al 2% de hematocrito. A continuacién, 10 pl de la suspension
de eritrocitos se colocaron en un portaobjetos, se cubrieron con un
cubreobjetos para su observacidon en el microscopio Optico, fotografiandose las
imagenes obtenidas. Se contaron 200 eritrocitos por porta en diferentes

95



Capitulo ITT Materiales y Métodos

campos elegidos al azar, expresandose los indices de alteracién morfoldgica en
porcentajes de eritrocitos que presentan una o mas espiculas en su superficie
(Wolfs et al, 2003; Lépez-Revuelta et al, 2007).

5. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los datos son expresados como media aritmética de n experimentos
individuales + D. E. (desviacidon estandar de la media). Para ver si existen
diferencias estadisticamente significativas entre los parametros estudiados de
las distintas muestras analizadas, se ha aplicado la t-Student utilizando el
programa de ordenador Quick/test para Macintosh y el anadlisis de la varianza
con el programa SPSS 13.0.1 para Windows. Los resultados de los estudios se
consideran estadisticamente significativos en aquellos pares de valores que
presentan diferencias con un nivel de confianza de al menos el 95%, es decir,
con una significacién en la muestra de p < 0,05.

6. SOPORTES INFORMATICOS

La redaccidon de este trabajo se ha realizado con el procesador de texto
“Microsoft Word 2003”. El procesamiento matematico de los datos, asi como su
representacion grafica, se ha efectuado con el programa “Microsoft Excel
2003". Las ilustraciones y esquemas se han construido con el programa
“Microsoft Power Point 2003". Las fotografias de microscopia tomadas con una
camara de video digital Olympus DP170 acoplada al microscopio invertido
Olympus IX51, han sido analizadas con los programas DPmanager y Adobe
Photoshop 7.0. Asi mismo, se ha empleado Internet para la busqueda
bibliografica en las distintas bases de datos y revistas electrénicas disponibles
en la red, utilizando como base de la busqueda de bibliografia la pagina web
Medline  (National Library of  Medicine), en la  direccion
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez.
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1. MODIFICACION DE LOS CONTENIDOS DE
COLESTEROL EN LOS ERITROCITOS

La transferencia de colesterol a los eritrocitos esta basada en el método
de Shinitzky et al (1979), que utiliza la polivinilpirrolidona (PVP) como agente
expansionante de la membrana para conseguir la incorporacién del colesterol.
Se ha seguido basicamente el procedimiento de Sanchez-Yagie et al (1987), tal
como se detalla en el apartado 4.2.1 del capitulo III. Los eritrocitos tratados
incrementan su contenido en colesterol en un 89% con respecto a los
eritrocitos no tratados (controles), alcanzandose un valor en la relacion molar
colesterol/fosfolipidos (Ch/PL) de 1,41 + 0,12, con respecto a razones molares
de 0,84 + 0,10 detectadas en los eritrocitos controles. Este tratamiento provoca
una hemolisis de 0,7 + 0,4 %.

El empobrecimiento de colesterol en el eritrocito se llevd a cabo por dos
procedimientos diferentes, tal y como se detalla en el apartado 4.2.2 del
capitulo III. La Fig. IV. 1 muestra los contenidos de colesterol de los eritrocitos
tratados con diversas ciclodextrinas. La incubacion de los eritrocitos con 3 mM
de B-ciclodextrinas (BCD) no provoca pérdidas de colesterol. En cambio, el
tratamiento con 5 mM de BCD consigue reducir en un 25% estos contenidos
con respecto a los eritrocitos no tratados, alcanzandose una relacion molar
Ch/PL de 0,77 + 0,07. El tratamiento de los eritrocitos con 5 mM de metil-p-
ciclodextrinas (MBCD) logra un secuestro mayor del esterol, ya que se produce
una pérdida del 65% (p<0,001) en el contenido de colesterol, obteniéndose una
relacion molar Ch/PL de 0,43 + 0,09.

99



Capitulo IV Resultados

1B

w
w [$,] B
| | ]

N
)]
|

-
[8)]
|

Colesterol (nmoles/mg Hb)
N N

0,5 -
0
No tratados BCD (3 mM) BCD (5 mM) MBCD (5 mM)
Eritrocitos
Fig. IV. 1. Contenidos de colesterol en los eritrocitos de conejo no tratados y

tratados con ciclodextrinas  (B-ciclodextrinas, BCD o
p-metilciclodextrinas, MBCD). Los resultados son la media aritmética +
D.E. de 8 experimentos independientes. Comparaciones estadisticamente
significativas: eritrocitos no tratados v, tratados, +++ p<0,001.

Se llevo a cabo un estudio de la hemdlisis provocada por los tratamientos
con las diferentes concentraciones de BCD. Las incubaciones de los eritrocitos
con concentraciones 3 mM y 5 mM de BCD producen un porcentaje de
hemolisis < 5% (0,55 + 0,11% y 4,6 + 1,5%, respectivamente). A
concentraciones superiores de BCD, la hemdlisis producida aumenta
rapidamente hasta alcanzar valores del 75% en los eritrocitos tratados con BCD
7 mM. El empobrecimiento de colesterol en los eritrocitos con 5 mM de MBCD
produce una hemdlisis del 2,2 + 0,7 % (LOpez-Revuelta, 2005).

Por tanto, la utilizacion de 5 mM de MBCD como sistema de
empobrecimiento en colesterol de los eritrocitos, resulta el método mas
indicado en la mayor parte de los estudios que se han llevado a cabo en este
trabajo.
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2. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE
DIFERENTES COMPUESTOS FRENTE AL DANO
OXIDATIVO INDUCIDO POR EL +tBHP EN
ERITROCITOS CONTROLES

Se evalud el grado de proteccién que aportan diversos compuestos
(antioxidantes) frente al dafo oxidativo inducido por el tBHP en los eritrocitos
controles. Los eritrocitos fueron preincubados a 37° C durante 10 min con
diferentes concentraciones de cada compuesto (enzimas entre 1 y 100 mU/ml,
para el resto de compuestos entre 0,01 y 1 mM). A continuacion se afiadio tBHP
2 mM al medio, manteniéndose la incubacion durante 30 min mas. Un
tratamiento paralelo fue llevado a cabo, en la muestra control, cuya mezcla de
reaccion contenia 2 mM de tBHP sin el antioxidante, y en el blanco
correspondiente para cada compuesto, que en su medio de incubacion contenia
el antioxidante a la maxima concentracion (1 mM o 100 mU/ml) en ausencia de
tBHP. Tras el proceso de incubacion, las reacciones fueron paradas con TCA al
28%, valorandose a continuacién los TBARS presentes en las mezclas. La
capacidad antioxidante de cada compuesto se expresa como porcentaje de
TBARS generados en su mezcla de reaccidon (% TBARS), asignandose el 100%
de TBARS a los valores detectados en el control, previa sustraccion a cada
muestra de los valores de TBARS detectados en los blancos correspondientes.
El valor porcentual restante correspondera al porcentaje de capacidad
antioxidante del compuesto.

En la Tabla IV. 1 se muestran los porcentajes de peroxidacién que sufren
los eritrocitos controles tratados con tBHP en presencia de diferentes
compuestos. Los compuestos fendlicos son los que poseen un mayor poder
antioxidante, que aumenta a medida que se incrementa la concentracion del
compuesto en el medio de reaccidon. Dentro de este grupo de compuestos, el
mas efectivo es el acido tanico, ya que a concentraciones 1 mM consigue mas
del 90% de proteccion frente a la peroxidacion. El BHA, el BHT y la quercetina
presentan porcentajes de proteccion similares (aproximadamente del 30% a
0,01 mM; del 60-70% a 0,1 mM y del 82-87% a 1mM). La rutina es un poco
menos efectiva en dicha proteccién (60% a 1 mM), mientras que el a-tocoferol
no muestra practicamente nada de capacidad antioxidante en estas
condiciones. Por lo que se refiere a las hormonas esteroideas ensayadas, el B-
estradiol presenta una capacidad antioxidante bastante alta, con protecciones
del 45% a 0,1 mM y del 54% a 1 mM, mientras que la DHEAS no impide el
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dafo oxidativo generado por el tBHP a ninguna de las concentraciones
ensayadas. Otros compuestos estudiados a la maxima concentracion (1 mM),
no tienen actividad protectora, como en el caso del manitol, o bien ésta es
escasa, como sucede con la N-acetil-L-cisteina, la astaxantina y la
deferoxamina, mientras que el acido ascorbico muestra una capacidad
antioxidante bastante mayor (66% de proteccion).

Tabla IV. 1. Porcentajes de peroxidacion (expresados como % TBARS) en
eritrocitos controles tratados con 2 mM de tBHP en presencia de
diversos compuestos antioxidantes

ANTIOXIDANTE PEROXIDACION (%)

Enzimas 1mU/ml 10mU/ml 100mU/ml

Glutation peroxidasa
Catalasa

54,046,2 (n=3)
82,9+0,5 (n=2)

52,4+7,5 (n=3)
75,3+10,2 (n=2)

51,443,8 (n=3)
73,249.8 (n=3)

Comp. fendlicos 0,01lmM 0,1mM 1mM
Acido tanico 63+6,8 (n=5) 20,8+2,4 (n=5) 8,7+1,8 (n=5)
BHA 71,6+7 (n=5) 31,045 (n=5) 13,342,1 (n=5)
BHT 68,0+8.8 (n=5) 34,0+ 4,9(n=5) 17,843,2 (n=5)
Quercetina 69,9+6,7 (n=5) 41,4+12,6 (n=7) 17,0£5,9 (n=6)
Rutina 74,2+12.8 (n=8) 57,5+13,6 (n=6) 40,6+5,1 (n=7)
a-tocoferol 100+0 (n=4) 100+0 (n=4) 87,9+12,8 (n=4)
Hormonas esteroideas 0,01lmM 0,1 mM 1mM

B-Estradiol

Dehidroisoandrosterona
3-sulfato (DHEAS)

83,8+13,6 (n=4)
10040 (n=4)

54,9474 (n=4)
10040 (n=4)

45,942,3 (n=4)
10040 (n=4)

Otros

0,01mM

0,1mM

1ImM

Astaxantina
Ac.Ascorbico
N-acetil-L-cisteina
Deferosamina
Manitol

94,5411 (n=4)

94,5444 (n=4)

89,642,2 (n=4)
10040 (n=4)
98,541 (n=4)

89,948,6 (n=4)
64,5+3,1 (n=4)
83,0+1,8 (n=4)
10040 (n=4)
96,9+3,9 (n=4)

75,9424.4 (n=4)
33,840,6 (n=4)
79,944,7 (n=4)
64,6+3,2 (n=4)
99+1,2 (n=4)

Los resultados son la media aritmética + D.E. de n experimentos independientes

Se ensayaron también dos enzimas que catalizan la descomposicidn de
los perdxidos, y que podrian tener capacidad protectora en el sistema de
oxidacion empleado en este estudio. La catalasa, que descompone el H,0, en
agua y oxigeno, y la glutation peroxidasa, que degrada los peroxidos lipidicos
en sus alcoholes correspondientes en presencia de glutation reducido. Esta
Ultima enzima se muestra mas efectiva que la catalasa en la proteccion frente
al dafo oxidativo generado por el tBHP, con porcentajes de proteccion cercanos
al 50% en las tres concentraciones ensayadas. La catalasa presenta
aproximadamente la mitad de capacidad antioxidante que la glutation
peroxidasa en nuestro sistema de peroxidacion (véase Tabla IV. 1).
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De todos los compuestos anteriormente ensayados, se eligieron la
quercetina y la rutina como antioxidantes para llevar a cabo nuestros
posteriores estudios de proteccion frente al dano oxidativo en eritrocitos con
diferentes contenidos de colesterol, al tratarse de compuestos naturales
generados por organismos fotosintéticos, de gran abundancia en los alimentos
(frutas y verduras), y que muestran un elevado poder antioxidante en nuestro
modelo experimental, como acabamos de comentar anteriormente. Ambos
compuestos se diferencian estructuralmente en la posicion 3 del anillo C del
flavonol, que en el caso de la quercetina lleva unido un grupo hidroxilo libre,
mientras que en la rutina dicha posicion se encuentra glicosilada con un
disacarido constituido por ramnosa y glucosa, denominado rutinosa. Estas
diferencias estructurales pueden generar un comportamiento antioxidante
distinto de la quercetina con respecto a la rutina en nuestro sistema modelo
frente al dafio oxidativo, un motivo mas por el cudl se han elegido ambos
compuestos flavonoides para llevar a cabo nuestra investigacion.
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3. EFECTO PROTECTOR DE LOS ANTIOXIDANTES
QUERCETINA Y RUTINA FRENTE AL DANO
OXIDATIVO INDUCIDO POR EL tBHP EN LOS
ERITROCITOS MODIFICADOS EN SUS CONTENIDOS
DE COLESTEROL

3.1.Influencia sobre la produccion de ROS

Las especies reactivas del oxigeno (ROS, radicales libres) presentes en
los diferentes tipos de eritrocitos fueron cuantificadas mediante el empleo de la
sonda DCFDA, tal como se explica en el apartado 4.10 del capitulo III. Este
compuesto penetra en las células, transformandose en la forma reducida no
fluorescente de la 2”,7 "-diclorofluresceina (DCF), la cual al reaccionar con los
ROS se oxida, generando la forma fluorescente.

—e—0mM tBHP
26 _a 01mMBHP
02mM tBHP
2,4 4 0,5mM tBHP
—— 0,75mM tBHP
2,2 4 —e—1mMtBHP
—+—15mM tBHP
2mM tBHP

1,8

AUFR

1,6
1,4

1,2 4

TV T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (s)

Fig. IV. 2. Produccion de ROS a lo largo del tiempo en eritrocitos controles
expuestos a diferentes concentraciones de tBHP. La formacion de ROS
fue medida como la variacion de unidades de fluorescencia relativa (AUFR)
emitida por la DCF formada en los eritrocitos oxidados con concentraciones

crecientes de tBHP (0,1-2mM). La grafica mostrada corresponde a un
experimento representativo de 10 ensayos realizados.

Los eritrocitos controles fueron oxidados con concentraciones crecientes
de tBHP, midiéndose la produccién de ROS tras el tratamiento a lo largo del
tiempo. Como se observa en la Fig. IV. 2, la produccidon de ROS aumenta de
forma significativa a medida que se incrementa la concentracién de tBHP en el
medio de reaccidn, hasta alcanzar valores maximos de 2,2-2,5 UFR (unidades
de fluorescencia relativa). A concentraciones de oxidante < 0,5 mM, el
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incremento en la produccion de ROS es directamente proporcional al tiempo de
incubacion en los 3 min de ensayo. A concentraciones superiores de oxidante se
obtienen curvas hiperbdlicas de formacién, con cinéticas de primer orden en el
primer tramo de la curva, cuya pendiente aumenta a medida que se incrementa
la concentracion del oxidante, alcanzandose los valores maximos de formacion
de radicales libres en tan sélo 1 min a concentracion de tBHP 2 mM. Como se
observa en la Fig. IV .3, la velocidad de formacion de ROS en los eritrocitos
controles en ausencia de oxidante es muy baja (0,027 UFR/min), aumentando
progresivamente a medida que se incrementa la concentracion de oxidante,
desde 0,38 UFR/min (0,1 mM tBHP) hasta 2,17 UFR/min (2 mM tBHP), lo que
representa un aumento de 80 veces en la velocidad de formacién de los ROS a
concentraciones maximas de oxidante con respecto a los ROS detectados en los
controles en ausencia del mismo.

5 4

m Controles *kk
4.5 1 B Ricos
4 @ Pobres (MBCD)
3,5
c
— 3 4
£
X 2,5 -
5
2
<
1,5
14
0,5
04
0 0,1 0,2 0,25 0,5 0,75 1 1,5 2
[tBHP, mM]

Fig. IV. 3. Velocidades de formacion de ROS en eritrocitos controles y
modificados (ricos y pobres en colesterol) expuestos a diferentes
concentraciones de tBHP. La velocidad de formacién de ROS fue medida
como la variacién de unidades de fluorescencia relativa por minuto (AUFR/min)
emitida por la DCF tras la adicién de diferentes concentraciones del agente
oxidante. Los resultados son la media aritmética £ D.E. de 10 experimentos
independientes. Comparaciones estadisticamente significativas: Por grupo de
eritrocitos, eritrocitos no oxidados (0 mM tBHP) v eritrocitos oxidados, **
p<0,01, *** p<0,001.

La Fig. IV. 3 muestra la velocidad de produccion de ROS en los
eritrocitos controles y modificados en sus contenidos de colesterol tras ser
tratados con concentraciones crecientes de tBHP. La modificacion de los
contenidos de colesterol en los eritrocitos genera aumentos significativos en la
velocidad de produccién de ROS en ausencia de oxidante con respecto a los
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eritrocitos no modificados. Asi, el enriquecimiento en colesterol provoca
aumentos de 4,4 veces (p<0,001), mientras que el empobrecimiento en dicho
esterol produce incrementos de 3,3 veces (p<0,001). La formacién de ROS en
los eritrocitos modificados en presencia del oxidante sigue un comportamiento
similar al detectado en los eritrocitos controles, alcanzandose en estos casos
siempre velocidades de formacion de ROS superiores a los controles, con
aumentos aproximados de 1.5 veces a las diferentes concentraciones de tBHP.
Asi, obtenemos velocidades de formacion de ROS de 3,37 y 3,44 UFR/min en
eritrocitos ricos y pobres en colesterol, respectivamente, tratados con 2 mM de
tBHP. Estos valores representan un incremento de 30-40 veces en la velocidad
de formacion de los ROS en los eritrocitos modificados tratados con la maxima
concentracion de oxidante con respecto a los eritrocitos modificados no
oxidados.

Con el fin de averiguar cual es la concentracion idénea de antioxidante
capaz de proteger de forma efectiva frente al dafo oxidativo, a través del
bloqueo de la formacion de ROS, se llevaron a cabo oxidaciones de eritrocitos
controles y modificados con tBHP 0,2 mM (Fig. IV. 4) o 2 mM (Fig. IV. 5) en
presencia de diferentes concentraciones de antioxidante, de forma que se
alcanzaran las siguientes relaciones antioxidante: oxidante: 1:200, 1:100, 1:50,
1:25, 1:20, 1:15, 1:10, 1:7,5, 1:5y 1:2.
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Fig. IV. 4. Velocidades de formacion de ROS en eritrocitos modificados y
controles peroxidados con 0,2 mM de tBHP en presencia de distintas
concentraciones de antioxidante. La formacién de ROS fue medida como
AUFR/min emitida por la DCF tras la adicién de 0,2 mM del agente oxidante,
en presencia de distintas concentraciones de gquercetina (Panel A) o de rutina
(Panel B). Los resultados son la media aritmética + D.E. de 4 experimentos
independientes. Comparaciones estadisticamente significativas: Por grupo,
eritrocitos oxidados en presencia de antioxidante v eritrocitos oxidados en
ausencia de antioxidante, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Cuando sometemos las diferentes clases de eritrocitos a la oxidacion
inducida por 0,2 mM de tBHP en presencia de las distintas concentraciones de
antioxidante (1, 2, 4, 8, 10, 13, 20, 27, 40 y 100 puM), observamos que la
maxima proteccion se obtiene siempre con la relacién antioxidante:oxidante
1:2, siendo esta proteccion en presencia de quercetina del 94, 88 y 90% en los
eritrocitos controles, ricos y pobres en colesterol, respectivamente (Fig. IV. 4
A); y en presencia de rutina del 63% en controles, 35% en eritrocitos ricos y
88% en eritrocitos pobres en colesterol (Fig. IV. 4 B). También se consigue la
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maxima proteccion frente al dafo oxidativo en los diferentes tipos de eritrocitos
oxidados con tBHP 2 mM, cuando la relacion antioxidante:oxidante es 1:2, con
porcentajes de proteccion en presencia de quercetina del 92, 95 y 99% en
eritrocitos controles, ricos y pobres en colesterol, respectivamente (Fig. IV. 5
A), y mostrandose en presencia de rutina porcentajes de proteccion del 79%
en controles, 96% en eritrocitos ricos y 93% en eritrocitos pobres en colesterol
(Fig. IV. 5 B).
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Fig. IV. 5.
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Velocidades de formacion de ROS en eritrocitos modificados y
controles peroxidados con 2 mM de tBHP en presencia de distintas
concentraciones de antioxidante. La formacién de ROS fue medida como
AUFR/min emitida por la DCF tras la adicién de 2 mM del agente oxidante, en
presencia de distintas concentraciones de guercetina (Panel A) o de rutina
(Panel B). Los resultados son la media aritmética £ D.E. de 4 experimentos
independientes. Comparaciones estadisticamente significativas: Por grupo,
eritrocitos oxidados en presencia de antioxidante vg eritrocitos oxidados en

ausencia de antioxidante, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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El efecto protector otorgado por la quercetina es siempre superior al que
aporta la rutina, a cualquiera de las relaciones antioxidante:oxidante ensayadas
en los distintos tipos de eritrocitos, especialmente a concentraciones de
oxidante 0,2 mM. Dichas diferencias son mas acentuadas a bajas
concentraciones de antioxidante.

Dado que el maximo grado de proteccién de ambos antioxidantes frente
a los ROS se obtiene a la relaciéon antioxidante:oxidante 1:2, dicha relacion es la
que se ha utilizado en los estudios posteriores para analizar la influencia de
cada antioxidante sobre la estructura-funcion de los diferentes tipos de
eritrocitos sometidos a estrés oxidativo.

La quercetina aporta un efecto pro-oxidante a bajas concentraciones,
cuando los eritrocitos son tratados con concentraciones bajas de oxidante. El
efecto es especialmente visible en los eritrocitos ricos en colesterol oxidados
con tBHP 0,2 mM, donde se observan aumentos significativos (p<0,001) en la
velocidad de formacién de ROS de 1,93, 1,95, 1,83, 1,77, 1,69 y 1,52 veces
para las relaciones antioxidante:oxidante de 1:200, 1:100, 1:50, 1:25, 1:20 y
1:15, respectivamente. Este efecto es menos pronunciado en los eritrocitos
controles, que queda restringido a relaciones antioxidante:oxidante de 1:200 y
1:100, con aumentos en las UFR/min de 1,51 y 1,47 veces, respectivamente.
En el caso de los eritrocitos pobres en colesterol, la actividad pro-oxidante de la
quercetina es practicamente inexistente (Fig. IV. 4 A).

En el caso de la rutina el efecto pro-oxidante es Unicamente significativo
(p=<0,05) en los eritrocitos controles a relaciones antioxidante:oxidante 1:200 y
1:100 (Fig. IV. 4 B). El caracter pro-oxidante de ambos antioxidantes no se
manifiesta en ninglin caso cuando las oxidaciones de los eritrocitos se efectan
a concentraciones de tBHP 2 mM.

Para calcular las concentraciones a las que se alcanza el 50% de
inhibicion en la formacion de ROS en presencia de cada uno de los
antioxidantes, lo que se conoce como valor ICsy, se realizaron las
representaciones graficas mostradas en la Fig. IV. 6.
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Fig. IV. 6. Efecto de la concentracion de quercetina (panel A) o rutina (panel B)
sobre la produccion de ROS en eritrocitos modificados y controles
oxidados con 2 mM de tBHP. Se asigné el 100% de produccion de ROS a
la fluorescencia emitida por el DCF en cada tipo de eritrocitos oxidados en
ausencia de antioxidante. Los resultados son la media aritmética + D.E. de 4
experimentos independientes.

En dicha figura (Fig. IV. 6) se representan los porcentajes de ROS

formados en los diferentes tipos de eritrocitos tras la oxidacion con 2 mM de
tBHP, en presencia de distintas concentraciones de quercetina (panel A) o de
rutina (panel B). Los valores de ICsy obtenidos en cada caso se recogen en la

Tabla 1V. 2.
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Tabla IV. 2. Valores de ICso para quercetina y rutina en la formacion de ROS
en eritrocitos controles y modificados en colesterol, tras ser
oxidados con 2 mM de tBHP

Antioxidante IC50 (um)

Tipos de eritrocitos Quercetina Rutina
Controles 12 47
Ricos 23 73
Pobres 37 104

De los datos de la Tabla IV. 2 se deduce que la quercetina tiene un
efecto protector mas potente que la rutina frente a la generacién de ROS, dado
que sus valores de ICso son inferiores en todos los casos a los valores que
presenta la rutina. Esta conclusion es plenamente concordante con lo mostrado
en estudios precedentes. Por otra parte, se observa que los eritrocitos controles
son los mejor protegidos por ambos antioxidantes frente a los radicales libres,
dado que muestran valores de ICsy siempre inferiores a los que presentan los
eritrocitos modificados, siendo los eritrocitos pobres en colesterol los mas
sensibles al estrés oxidativo en presencia de ambos antioxidantes.

Los porcentajes de proteccion frente a la generacion de ROS
conseguidos en presencia de quercetina 1mM en los diferentes tipos de
eritrocitos oxidados con 2mM de tBHP oscilan entre 96-99%, mientras que en el
caso de la rutina la proteccién es inferior (85-95%, p<0,001), como se puede
deducir de los resultados mostrados en la Fig. 6. En todos los casos, los
eritrocitos controles muestran mejor proteccion por los antioxidantes que los
eritrocitos modificados.

3.2.Influencia sobre la produccion de TBARS

La valoracion de los contenidos de las sustancias reaccionantes con el
acido tiobarbitirico (TBARS), que son expresadas en equivalentes de
malonildialdehido (MDA)/mg Hb, se ha llevado a cabo en las diferentes
muestras tal como se detalla en el apartado 4.9 de Materiales y Métodos.
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Los contenidos de TBARS son practicamente despreciables en las
distintas clases de eritrocitos estudiados en ausencia de oxidante, con valores
comprendidos entre 0,076 £+ 0,002 y 0,081 = 0,005 pmoles MDA/mg Hb.
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—&— Pobres (BCD)
25 —e— Pobres (MBCD)

Equivalentes MDA (pmoles/mg Hb)

0 0,5 1 1,5 2
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Fig. IV. 7. Produccion de TBARS (expresados en equivalentes de MDA) en los
eritrocitos controles, ricos y pobres en colesterol expuestos a
diferentes concentraciones de tBHP. Los valores son la media + D.E. de
5 experimentos.

Los diferentes tipos de eritrocitos fueron incubados durante 30 min a
37° C con diferentes concentraciones de tBHP, obteniéndose las producciones
de TBARS que se muestran en la Fig. IV. 7. A medida que se aumenta la
cantidad de agente oxidante se incrementan los equivalentes de MDA,
alcanzandose un maximo de peroxidacion a la concentracion 2 mM en los
diferentes tipos de eritrocitos. Por ello, se ha elegido esta ultima concentracion
como la mas apropiada para llevar a cabo la induccién del dano oxidativo. El
tratamiento con esta concentracién de agente oxidante produce una hemdlisis
aproximada del 86 + 8 % en los eritrocitos controles, del 81 £ 9 % en los
eritrocitos ricos, y del 84 + 13 % (BCD) y 92 £ 5 % (MBCD) en los eritrocitos
pobres en colesterol.

La valoracion del grado de proteccion que ejercen los antioxidantes en la
formacion de TBARS, se llevd a cabo asignando el 100% de peroxidacién a los
contenidos de TBARS presentes en cada grupo de eritrocitos oxidados con 2
mM de tBHP en ausencia de antioxidante, estableciéndose a partir de este valor
el porcentaje de peroxidacién que se obtiene en las muestras oxidadas en
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presencia del antioxidante. El valor porcentual restante corresponde a la
capacidad protectora del antioxidante.

m Controles
60 - B Ricos
@ Pobres (BCD)
@ Pobres (MBCD) +++

Peroxidacion (%)

Quercetina Rutina

Fig. IV. 8. Porcentajes de peroxidacion en presencia de antioxidantes (1 mM)
en los eritrocitos controles y modificados en sus contenidos de
colesterol al ser tratados con 2 mM de tBHP. La relacion
antioxidante:oxidante fue siempre 1:2. Se asigno el 100% de peroxidacion al
contenido de TBARS (11-25 pmoles MDA/mg Hb) en los diferentes grupos de
eritrocitos tratados con 2 mM de tBHP en ausencia de antioxidante. Los
valores son la media + D.E. de 6 experimentos. Cambios estadisticamente
significativos: i) Por grupo de eritrocitos: quercetina v, rutina, + p<0,05,
+++4 p<0,001; ii) Por antioxidante: controles v modificados, * p<0,05, **
p<0,01.

Los efectos protectores que ejercen la quercetina y la rutina a
concentraciones 1 mM sobre la peroxidacion lipidica inducida por 2 mM de tBHP
en los distintos tipos de eritrocitos se exponen en la Fig. IV. 8. En este caso, lo
mismo que en la proteccion frente a la formacion de ROS, la quercetina
muestra siempre un poder antioxidante mayor (1,2-1,4 veces) que la rutina en
los distintos grupos de eritrocitos oxidados. Solo el empobrecimiento en
colesterol de los eritrocitos modifica significativamente el efecto protector de
ambos antioxidantes. En el caso de la quercetina, el tratamiento tanto con BCD
como con MBCD provoca un descenso de su poder antioxidante de 1,1 veces
(p<0,01); mientras que en la rutina sélo es el tratamiento de los eritrocitos con
MBCD el que produce una disminucion significativa (1,1 veces, p<0,05) de la
eficacia protectora del antioxidante.
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Fig .IV. 9. Efecto de la concentracion de quercetina (Panel A) o rutina (Panel
B) sobre la peroxidacion en eritrocitos controles y modificados en
sus contenidos de colesterol tratados con 2 mM de tBHP. Se asignd el
100% de peroxidacion al contenido de TBARS en los diferentes grupos de
eritrocitos tratados con 2 mM de tBHP en ausencia de antioxidante. Los
valores son la media + D.E. de 3 experimentos.

Los valores de ICso para ambos antioxidantes frente a la formaciéon de

TBARS en los tres tipos de eritrocitos oxidados con 2 mM de tBHP, se

obtuvieron a

partir de las representaciones graficas mostradas en la Fig. IV. 9,

y se recogen en la Tabla IV. 3.
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Tabla IV. 3. Valores de ICs, para quercetina y rutina en la formacion de TBARS
en los eritrocitos controles y modificados en sus contenidos de
colesterol, tras ser oxidados con 2 mM de tBHP

Antioxidante IC50 (uMm)

Tipos de eritrocitos Quercetina Rutina
Controles 73 227
Ricos 47 155
Pobres 128 399

A partir de los valores de ICso se deduce una vez mas que la quercetina
gjerce siempre una mayor proteccion que la rutina, en este caso
aproximadamente 3 veces superior frente a la formacion de TBARS en los tres
tipos de eritrocitos estudiados. La eficacia del poder antioxidante del compuesto
se modifica en funcién del tipo de eritrocito, observandose de nuevo que los
eritrocitos pobres en colesterol son los menos protegidos por los antioxidantes
frente a la peroxidacion, ya que son estos eritrocitos los que muestran los
valores de ICsp mas elevados con ambos antioxidantes.
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4. EFECTO PROTECTOR DE LOS FLAVONOIDES
QUERCETINA Y RUTINA SOBRE LA OXIDACION DE LA
HEMOGLOBINA INDUCIDA POR tBHP

La incubacién de los distintos tipos de eritrocitos con concentraciones
crecientes de tBHP durante 30 min genera un descenso exponencial de los
contenidos de hemoglobina en los mismos, produciéndose una oxidacién casi
completa (> 90%) a la concentracién de 2 mM (Fig. IV. 10). La hemoglobina
oxidada es expresada como porcentaje de metahemoglobina (MetHb).
Concentraciones mayores de 0,25 mM de tBHP inducen un apreciable grado de
oxidacion de la hemoglobina (> 5%) en los cuatro tipos de eritrocitos
analizados. Las concentraciones de tBHP que producen 50% de oxidacion (ICsg)
de la hemoglobina son de 1,5 mM en los eritrocitos controles y pobres en
colesterol tratados con BCD, y de 1,2 mM en los eritrocitos ricos y pobres en
colesterol tratados con MBCD.

100 - & Controles

m Ricos

90 A Pobres (BCD)
® Pobres (MBCD)

y = 0,0000544905x
y =0,0009€25178¢
y =0,00002¢*619%
y =0,0007¢3527%

MetHb (%)

2 2,2 2,4 2,6 2,8 3 3,2 3,4
Log [tBHP, uM]

Fig. IV. 10. Oxidacion de la hemoglobina en los eritrocitos controles y
modificados en sus contenidos de colesterol expuestos a diferentes
concentraciones de tBHP. Esta oxidacion se expresa en porcentajes de
metahemoglobina (MetHb) formada en el medio de oxidacion. Los resultados
son la media aritmética + D.E. de 4 experimentos independientes.

Los resultados del estudio de proteccion de la hemoglobina por
antioxidantes frente al dafio oxidativo generado por 2 mM de tBHP (relacion
antioxidante:oxidante, 1:2) en los diferentes tipos de eritrocitos se exponen en

la Fig. IV. 11.
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Fig. IV. 11. Efecto de la quercetina y de la rutina sobre la oxidacion de la
hemoglobina (% MetHb) en los eritrocitos controles y modificados
en sus contenidos de colesterol tras la exposicion a 2 mM de tBHP,
en una relacion antioxidante: oxidante 1:2. Los resultados son la media
aritmética + D.E. de 4 experimentos independientes. Comparaciones
estadisticamente significativas: Por grupo, eritrocitos en presencia de
antioxidante vs eritrocitos en ausencia de antioxidante, * p<0,05, ***
p<0,001.

La presencia de los antioxidantes en el medio de reaccidn y en ausencia
de dafo oxidativo no provoca cambios significativos en los contenidos de
hemoglobina de los distintos eritrocitos (datos no mostrados).

El maximo efecto protector de ambos antioxidantes frente a la oxidacion
de la hemoglobina por tBHP se observa en los eritrocitos empobrecidos en
colesterol. La quercetina inhibe la oxidacion de la hemoglobina un 38%
(p=0,05) en los eritrocitos tratados con BCD, y un 42% (p<0,001) en los
tratados con MBCD. Por su parte, la rutina inhibe de una forma mas efectiva
dicha oxidacién, consiguiéndose porcentajes de inhibicion del 47% (p<0,001)
en eritrocitos tratados con BCD y del 62% (p<0,001) en eritrocitos tratados con
MBCD (Fig. IV. 11).

En eritrocitos controles y ricos en colesterol, el efecto protector de los
flavonoides ensayados es menor. Se obtienen porcentajes de inhibicion en la
oxidacion de la hemoglobina en eritrocitos controles del 29 y 28% (p<0,001)
para quercetina y rutina, respectivamente, y del 27% para quercetina y 29%
para rutina (p<0,05) en los eritrocitos ricos en colesterol (Fig. IV. 11).
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Las comparaciones establecidas a partir de los datos recogidos en la Fig.
IV. 12, que estan en total consonancia con los resultados mostrados en la Fig.
IV. 11, muestran claramente que la rutina tiene un mayor efecto protector
frente a la oxidacion de la hemoglobina que la quercetina en los eritrocitos
pobres en colesterol [1,3 veces (p<0,05) mas potente en los eritrocitos tratados
con BCD y 1,5 veces (p<0,05) en los eritrocitos expuestos a MBCD]. Sin
embargo, la proteccion otorgada por ambos antioxidantes en el resto de los
eritrocitos es muy similar, con porcentajes inferiores a los observados en los
eritrocitos pobres en colesterol, y que en estos casos se aproximan al 30%, sin
que se aprecien diferencias estadisticamente significativas entre ambos
antioxidantes (Fig. IV. 12).
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Fig. IV. 12. Comparacion del efecto protector de la quercetina frente a la rutina
en la oxidacion de la hemoglobina (% MetHb) en los eritrocitos
controles y modificados en sus contenidos de colesterol tras la
exposicion a 2 mM de tBHP, en una relacion antioxidante:oxidante
1:2. Se asignd el 100% a los porcentajes de MetHb detectados en los
diferentes grupos de eritrocitos oxidados en ausencia de antioxidante. Los
resultados son la media aritmética = D.E. de 4 experimentos independientes.
Comparaciones estadisticamente significativas: i) Por grupo de eritrocitos,
quercetina v; rutina, + p<0,05; ii) Por antioxidante: controles v modificados,
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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5. EFECTO PROTECTOR DE LOS FLAVONOIDES
QUERCETINA Y RUTINA SOBRE LA OXIDACION DEL
6SH INDUCIDA POR tBHP

El contenido de glutation reducido (GSH) en los eritrocitos controles es
similar al que presentan los eritrocitos ricos en colesterol. Sin embargo, el
empobrecimiento en colesterol ocasiona aumentos de los contenidos de GSH de
1,25 veces en los tratados con BCD, y de 1,4 veces en los expuestos a MBCD
(p<0,05) (Tabla IV. 4).

Tabla 1V. 4. Contenido de GSH en los eritrocitos controles y modificados en
colesterol en ausencia o presencia de 2 mM de tBHP

Contenido de 6SH total (nmol GSH/mg Hb)

Controles Ricos Pobres (BCD) Pobres (MBCD)
No oxidados 78+15 80+1,3 9,7+1,2 10,6 + 1,4*
Oxidados 2,1 £0,7%** 2,2 £ 0,5%** 1,4+ 0,1** 2,6 £ 0,9%**

Los resultados son la media aritmética + D.E. de 6 experimentos independientes. Comparaciones
estadisticas: i) Eritrocitos no oxidados, control vs modificados, + p<0,05; ii) Por grupo de eritrocitos, no
oxidados vs oxidados, ** p<0,01, *** p<0,001.

El tratamiento con 2 mM de tBHP reduce los contenidos de GSH en un
73% en los eritrocitos controles y enriquecidos en colesterol (p<0,001), en un
75% en los eritrocitos pobres en colesterol expuestos a MBCD (p<0,001) y en
un 85% en los eritrocitos pobres en colesterol tratados con BCD (p<0,01)
(Tabla 1IV. 4).

La presencia de los antioxidantes en el medio de oxidacion, a una
relacion antioxidante:oxidante 1:2, produce los efectos mostrados en las Fig.
IV. 13 (contenidos de GSH total) y Fig. IV. 14 (% de pérdidas de GSH).
Observamos que la maxima proteccion en la preservacion de los contenidos de
GSH la ejerce la rutina en los eritrocitos pobres en colesterol, donde el
antioxidante protege practicamente el 100% de GSH total del eritrocito tras la
oxidaciéon, como muestra la Fig. IV. 13 (0% de pérdida de GSH en Fig. IV. 14).
En cambio, la quercetina ejerce un efecto protector 1,5 veces menor que la
rutina en este tipo de eritrocitos. En el resto de los eritrocitos, controles y
enriquecidos en colesterol, ambos antioxidantes alcanzan niveles de proteccion
similares (66-70%), manteniendo los contenidos de GSH total entre el 70-75%
(Fig. IV. 13), lo que equivale a pérdidas de GSH del 30-35% (Fig. IV. 14).
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Fig. IV. 13.  Efecto de la quercetina y de la rutina sobre la oxidacion del GSH en
los eritrocitos controles y modificados en sus contenidos de
colesterol tras la exposicion a 2 mM de tBHP, con una relacion
antioxidante:oxidante 1:2. Los resultados son la media aritmética + D.E.
de 7 experimentos independientes. Comparaciones estadisticamente
significativas: Por grupo, eritrocitos en presencia de antioxidante v
eritrocitos en ausencia de antioxidante, *** p<0,001.
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Fig. IV. 14. Comparacion del efecto protector de la quercetina frente a la rutina
en la oxidacion del GSH en eritrocitos controles y modificados en
colesterol oxidados con 2 mM de tBHP, con una relacién
antioxidante:oxidante 1:2. Se asigndé el 100% a los porcentajes de
pérdida de GSH total detectados en los diferentes grupos de eritrocitos
oxidados en ausencia de antioxidante. Los resultados son la media aritmética
+ D.E. de 7 experimentos independientes. Comparaciones estadisticamente
significativas: Por grupo de eritrocitos, quercetina vs rutina, +++ p<0,001.
Por antioxidante, controles v modificados, *** p<0,001.
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6. PROTECCION EJERCIDA POR LOS FLAVONOIDES
QUERCETINA Y RUTINA SOBRE LA COMPOSICION
LIPIDICA DE LOS DISTINTOS TIPOS DE
ERITROCITOS TRAS LA OXIDACION CON tBHP

6.1. Proteccion sobre el contenido en lipidos totales

Los contenidos en colesterol y fosfolipidos fueron valorados en los
extractos lipidicos de los diferentes tipos de eritrocitos, segun se describe en los
apartados 4.11.2 y 4.11.3 del capitulo III.

2,5 4 m Controles
B Ricos
m Pobres (MBCD)

Pérdidas de Colesterol
(nmol/mg Hb)

Sin Antioxidante Quercetina Rutina

Fig. IV. 15. Pérdidas de colesterol (nmol/mg Hb) en eritrocitos controles y
modificados oxidados con 2 mM de tBHP en presencia o ausencia de
1 mM de antioxidante. Los resultados son la media aritmética + D.E. de 4
experimentos independientes. Comparaciones estadisticamente significativas:
Por grupo de eritrocitos oxidados: en ausencia de antioxidante vs presencia
de antioxidante, ** p<0,01, *** p<0,001.

Las pérdidas de colesterol (nmoles/mg Hb) en los eritrocitos oxidados
durante 30 min con 2 mM de tBHP en ausencia de antioxidante se expresan en
la Fig. IV. 15, y representan pérdidas en dicho esterol del 24% en eritrocitos
controles, 28% en eritrocitos ricos y 60% en eritrocitos pobres en colesterol
con respecto a sus eritrocitos homdlogos no oxidados (datos no mostrados,
Lépez-Revuelta et al, 2005).

La presencia tanto de quercetina como de rutina en el medio de
reaccién, en una relacion antioxidante:oxidante 1:2, disminuye de un modo
similar las pérdidas de colesterol causadas por el tratamiento con tBHP,
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consiguiéndose porcentajes de proteccion en torno al 70-75% (p<0,001) en
eritrocitos controles, 48-54% (p<0,01) en eritrocitos ricos y 52-55% (p<0,01)
en eritrocitos pobres (Fig. IV. 15).
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Fig. IV. 16. Estudio comparativo del efecto protector de quercetina y rutina
frente a las pérdidas de colesterol en eritrocitos controles y
modificados oxidados con 2 mM de tBHP en presencia de 1 mM de
antioxidante. Se asign6 el 100% a las pérdidas de colesterol detectadas en
los diferentes grupos de eritrocitos oxidados en ausencia de antioxidante.
Los resultados son la media aritmética + D.E. de 4 experimentos
independientes. Comparaciones estadisticamente  significativas:  Por
antioxidante, controles vs modificados, * p<0,05, ** p<0,01.

La quercetina es aproximadamente 1,5 veces mas eficaz en la proteccion
frente a la pérdida de colesterol en los eritrocitos controles con respecto a los
modificados, mientras que la rutina alcanza valores de eficacia de 1,3 veces
superiores en el mismo tipo de comparacidon. Los eritrocitos modificados
muestran porcentajes de proteccion similares con ambos antioxidantes, pero
siempre inferiores a los detectados en controles, como ya se ha comentado
anteriormente (Fig. IV. 16).

Las pérdidas de fosfolipidos totales (nmoles/mg Hb) en los eritrocitos
oxidados durante 30 min con 2 mM de tBHP en ausencia de antioxidante se
expresan en la Fig. IV. 17, y representan descensos del 25% en eritrocitos
controles, 30% en eritrocitos ricos y 45% en eritrocitos pobres en colesterol
con respecto a sus eritrocitos homdlogos no oxidados (Lopez-Revuelta et al,
2005).
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Pérdidas de fosfolipidos totales en eritrocitos controles vy
modificados oxidados con 2 mM de tBHP en presencia o ausencia de
1 mM de antioxidante. Los resultados son la media aritmética + D.E. de 4
experimentos independientes. Comparaciones estadisticamente significativas:
Por grupo, eritrocitos en presencia de antioxidante v; eritrocitos en ausencia
de antioxidante, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

En presencia de ambos antioxidantes se observan porcentajes de
proteccion frente a la pérdida de fosfolipidos del 64-71% (p<0,05) en eritrocitos
controles, del 64-72% (p=<0,001) en eritrocitos ricos y del 66-73% (p<0,001) en
eritrocitos pobres en colesterol (Fig. IV. 18).

Pérdidas de fosfolipidos totales (%)

Fig. IV. 18.
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Estudio comparativo del efecto protector de quercetina y rutina
frente a las pérdidas de fosfolipidos totales en eritrocitos controles
y modificados oxidados con 2 mM de tBHP en presencia de 1 mM de
antioxidante. Se asignd el 100% a las pérdidas de fosfolipidos totales
detectadas en los diferentes grupos de eritrocitos oxidados en ausencia de
antioxidante. Los resultados son la media aritmética + D.E. de 4
experimentos independientes.
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La quercetina protege la pérdida de fosfolipidos tras la oxidacidon con una
efectividad 1,1 veces superior en los eritrocitos controles con respecto a los
eritrocitos modificados, mientras que es la rutina la que aporta una proteccion
superior (1,1 veces) en los eritrocitos modificados, sin que en ningin caso se
observen diferencias estadisticamente significativas.

Aunque los grados de proteccion otorgados por ambos antioxidantes son
muy similares entre si, sin embargo se observa una tendencia hacia un mayor
poder protector de la quercetina con respecto a la rutina en los eritrocitos
controles, mientras que en los eritrocitos modificados el proceso se invierte, y
es la rutina la que tiene mayor poder antioxidante con respecto a la quercetina.

6.2.Proteccion sobre las diferentes clases de fosfolipidos

El proceso oxidativo inducido por tBHP provoca pérdidas significativas de
las principales clases de fosfolipidos: 53% de fosfatidilcolina (PC) vy
fosfatidiletanolamina (PE), junto con 34% de fosfatidilserina/fosfatidilinositol
(PS+PI) en los eritrocitos pobres en colesterol; 23-27% de PC y 28-34% de PE
en los eritrocitos controles y ricos en colesterol (Lopez-Revuelta et al, 2005).

En general, la rutina tiene un efecto protector superior a la quercetina
para cada clase de fosfolipido en los eritrocitos modificados, mientras que el
proceso se invierte en los eritrocitos controles, donde la quercetina es mejor
protector que la rutina (Fig. IV. 19). Estas conclusiones son concordantes con
los perfiles de proteccion que aportan ambos antioxidantes en los fosfolipidos
totales, aspecto ya comentado en el apartado anterior.
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Fig. IV. 19. Protecciones ejercidas por los antioxidantes quercetina y rutina
frente a las pérdidas de diferentes tipos de fosfolipidos en
eritrocitos controles (panel A), ricos (panel B) y pobres en
colesterol (MBCD) (panel C) oxidados con 2 mM de tBHP en una
relacion antioxidante:oxidante 1:2. Los resultados son la media
aritmética + D.E. de 4 experimentos independientes. Comparaciones
estadisticamente significativas: Por grupo de fosfolipidos, eritrocitos en
ausencia de antioxidante vs presencia de antioxidante, * p<0,05, ** p<0,01,
*** p<0,001.
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Un andlisis individualizado de los fosfolipidos mayoritarios muestra lo
siguiente:

1.- La PE presenta porcentajes similares de proteccion con ambos
antioxidantes en los tres tipos de eritrocitos analizados, siendo todos ellos
estadisticamente significativos. Con quercetina se consiguen protecciones del
63% en los controles, 60% en los ricos y 51% en los eritrocitos pobres en
colesterol. Con la rutina se consiguen porcentajes de proteccion similares: 58%
en los controles, 62% en los ricos y 58% en los eritrocitos pobres en colesterol.

2.- La PC muestra protecciones superiores a la PE en todos los casos
analizados. Con la quercetina se consigue aproximadamente 1,1 veces mas
proteccion que con la rutina en los eritrocitos controles (70% vs. 64%),
mientras que en los eritrocitos modificados se alcanzan protecciones >80%,
siendo siempre mas elevados con la rutina (83% en ricos y 93% en pobres)
que con la quercetina (80% en ricos y 91% en pobres).

3.- Las pérdidas de PS/PI y SM son también parcialmente evitadas en
presencia de ambos antioxidantes en los eritrocitos modificados, especialmente
en presencia de rutina, que aumenta la proteccidon de forma significativa en los
eritrocitos pobres en colesterol. En los eritrocitos controles, la quercetina ejerce
una proteccion superior a la rutina frente al dano oxidativo.

4.- Las pérdidas de acido fosfatidico (PA), tras la induccion del estrés
oxidativo, son también contrarrestadas por la presencia de ambos
antioxidantes de un modo significativo (p<0,001) en los distintos tipos de
eritrocitos.

6.3.Proteccion de los contenidos en acidos grasos de los
lipidos totales

Los acidos grasos de las distintas muestras fueron separados e
identificados por cromatografia capilar en fase gaseosa acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS), previa obtencion de sus correspondientes
ésteres metilicos, tal como se describe en el apartado 4.11.5 del capitulo III.

La accion oxidativa del tBHP altera la composicién en acidos grasos de
los lipidos totales procedentes de los eritrocitos modificados, como se ha puesto
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de manifiesto en los trabajos previos realizados por nuestro grupo (Lopez-
Revuelta et al, 2005). Se observan cambios exclusivamente en los porcentajes
de los acidos linoleico (18:2, n-6) y araquidonico (20:4, n-6), que descienden
significativamente, por lo que los estudios con antioxidantes se circunscriben
solamente a estos dos acidos grasos.

0O Controles no oxidados
m Controles oxidados
0O Ricos no oxidados
B Ricos oxidados
35 O Pobres (MBCD) no oxidados
@ Pobres (MBCD) oxidados

30 - L
25 -
20 -

15 +

Ac. linoleico
(% del total de ac. grasos)

10

Sin Antioxidante Quercetina Rutina

Fig. IV. 20. Protecciones ejercidas por los antioxidantes quercetina y rutina
frente a los contenidos de acido linoléico (18:2, n-6) de lipidos
totales de eritrocitos controles y modificados oxidados con 2 mM de
tBHP en una relacion antioxidante:oxidante 1:2. Los resultados son la
media aritmética = D.E. de 4 experimentos independientes. Comparaciones
estadisticamente significativas: Por grupo de antioxidante, eritrocitos
oxidados vs, eritrocitos no oxidados, * p<0,05, ** p<0,01.

El dafio oxidativo provoca pérdidas de 18:2 del 7% (p<0,01) en
eritrocitos ricos y del 19% (p<0,05) en eritrocitos pobres en colesterol. La
incubacion de ambas clases de eritrocitos con 1 mM de quercetina o ruting,
evita totalmente (100% de proteccion) la pérdida de dicho acido graso tras el
proceso oxidativo, salvo en el caso de la rutina para los eritrocitos ricos en
colesterol, donde solo se alcanza el 69% de proteccion aunque con cambios no
significativos (Fig. IV. 20).
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O Controles no oxidados

= Controles oxidados

O Ricos no oxidados

B Ricos oxidados
74 O Pobres (MBCD) no oxidados
@ Pobres (MBCD) oxidados
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Ac. araquidénico
(% del total de ac. grasos)

Sin Antioxidante Quercetina Rutina

Fig. IV. 21. Protecciones ejercidas por los antioxidantes quercetina y rutina
frente a los contenidos de acido araquidonico (20:4, n-6) de lipidos
totales de eritrocitos controles y modificados oxidados en una
relacion antioxidante:oxidante 1:2. Los resultados son la media
aritmética + D.E. de 4 experimentos independientes. Comparaciones
estadisticamente significativas: Por grupo de antioxidante, eritrocitos
oxidados vs, eritrocitos no oxidados, * p<0,05, *** p<0,001.

Por lo que respecta al 20:4, se aprecian pérdidas del 18% en eritrocitos
ricos (p<0,05) y del 54% en eritrocitos pobres en colesterol (p<0,01) tras el
proceso oxidativo. Ambos antioxidantes aportan el 100% de proteccion frente a
la pérdida de este acido graso tras la oxidacion de los eritrocitos pobres en
colesterol. Sin embargo en los eritrocitos ricos en colesterol oxidados, ambos
antioxidantes aportan protecciones estadisticamente no significativas. La rutina
apenas ejerce proteccion frente a la pérdida de 20:4, y la quercetina solo
consigue aportar el 38% de proteccion (Fig. IV. 21).
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7. ANALISIS DE LA PROTECCION EJERCIDA POR
QUERCETINA Y RUTINA SOBRE EL ESTADO FisIco
DE LA MEMBRANA ERITROCITARIA SOMETIDA A
OXIDACION

Los estudios se han realizado utilizando la técnica de polarizacién de
fluorescencia, que permite determinar el grado de microviscosidad (inverso de
fluidez) de un sistema, en este caso las membranas eritrocitarias, cuando a
ellas se incorpora una sonda fluorescente. En el presente estudio se han
empleado dos tipos de sondas fluorescentes que se localizan en distintas
regiones de la bicapa lipidica. La sonda 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) se
sitia en el nucleo de la bicapa, desplazandose entre las cadenas de acidos
grasos, lo que permite determinar el grado de fluidez de esta regién mediante
el cdlculo de la anisotropia de fluorescencia (rs) de esta sonda. La sonda 1-[4-
(trimetilamonio)-fenil]-6-fenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH), derivado catidnico
del DPH, que se sitta en la superficie de la membrana, donde interacciona con
las cabezas polares de los fosfolipidos anidnicos.

Las condiciones de medida empleadas en estos estudios de polarizacion
de fluorescencia con las sondas DPH y TMA-DPH incorporadas a la membrana
eritrocitaria, estan descritas en el apartado 4.12.1 del capitulo III.

Se estudié el grado de fluidez de las membranas procedentes de los
eritrocitos controles y modificados en sus contenidos de colesterol, previa
incorporacion de la sonda DPH o TMA-DPH, midiéndose posteriormente los
valores de anisotropia de fluorescencia que presentaban estas sondas. La
modificacién de los contenidos de colesterol en la membrana eritrocitaria
provoca cambios en su fluidez, aspecto puesto ya de manifiesto en estudios
previos de nuestro grupo (Lépez-Revuelta et al, 2005). El enriquecimiento en
colesterol de la membrana eritrocitaria produce incrementos en los valores de rq
del DPH, que son sdlo estadisticamente significativos a partir de los 300 C
(incrementos del 10%, p<0,05) (Tabla IV. 5), observandose también aumentos
no significativos en los valores de rs del TMA-DPH (Tabla IV. 6). El secuestro de
colesterol con MBCD provoca el efecto opuesto en los valores de rg,
obteniéndose descensos estadisticamente significativos para ambas sondas, a
todas las temperaturas estudiadas (Tabla IV. 5 y Tabla IV. 6).
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Tabla IV. 5. Valores de anisotropia de fluorescencia (rs) del DPH incorporado a
membranas no oxidadas y oxidadas con tBHP 2 mM + FeSO, 0,5
mM, procedentes de eritrocitos controles (n=6), ricos (n=4) y
pobres (n=4) en colesterol

Controles Ricos Pobres (MBCD)
Temperatura (° C) No oxidados Oxidados No oxidados Oxidados No oxidados Oxidados
10 0,302 + 0,004 0,301 + 0,003 0,302 + 0,005 0,302 + 0,006 0,296 + 0,003 + 0,291 + 0,009
20 0,267 + 0,007 0,261 + 0,007 0,277 + 0,009 0,268 + 0,007 0,260 + 0,004 0,257 £ 0,004
30 0,225 + 0,008 0,223 + 0,001 0,248 + 0,011 ++ 0,241 + 0,007 0,212+ 0,007 + 0,212 + 0,004
40 0,194 + 0,007 0,191 + 0,004 0,214 + 0,006 ++ 0,219 + 0,007 0,180 = 0,007 + 0,179 + 0,005

Los resultados son la media aritmética + D.E. de n experimentos independientes analizados por
triplicado. Por filas, cambios estadisticamente significativos, en eritrocitos no oxidados: controles v,
modificados, + p<0,05, ++ p<0,01.

La accion oxidativa del tBHP sobre el estado fisico de la membrana
eritrocitaria no modifica significativamente los valores de rs del DPH en los
distintos tipos de eritrocitos, aunque muestran una tendencia hacia el descenso
de los valores de rs en los eritrocitos oxidados (Tabla IV. 5). Sin embargo, el
proceso oxidativo si produce descensos estadisticamente significativos en los
valores de rs del TMA-DPH a temperaturas de 30° C (4%) y 40° C (5%),
aunque Unicamente en los eritrocitos controles (Tabla IV. 6).

Tabla 1V. 6. Valores de anisotropia de fluorescencia (r;) del TMA-DPH
incorporado a membranas no oxidadas y oxidadas con tBHP 2 mM
+ FeS0O, 0,5 mM, procedentes de eritrocitos controles (n=4), ricos
(n=4) y pobres (n=4) en colesterol

Controles Ricos Pobres (MBCD)
Temperatura (° C) No oxidados Oxidados No oxidados Oxidados No oxidados Oxidados
10 0,326 + 0,004 0,325 + 0,004 0,326 + 0,003 0,326 + 0,005 0,318 £ 0,004 + 0,322 +0,006
20 0,314 + 0,001 0,313 £ 0,001 0,311 +0,002 0,315 + 0,005 0,300 £ 0,001 +++ 0,302 + 0,001
30 0,289 + 0,004 0,279 +0,004** 0,292 + 0,004 0,294 + 0,003 0,272 + 0,004 ++ 0,273 + 0,002
40 0,275 + 0,005 0,260+ 0,014 * 0,279 + 0,002 0,274 + 0,002 0,254 + 0,004 ++ 0,260 + 0,006

Los resultados son la media aritmética + D.E. de n experimentos independientes analizados por triplicado. Por filas,
cambios estadisticamente significativos en eritrocitos no oxidados: controles v, modificados, * p<0,05, ++ p<0,01,
+++ p<0,001; por grupo de eritrocitos, no oxidados v, oxidados, * p<0,05, ** p<0,01.

Antes de analizar los efectos de los antioxidantes frente a los cambios que
experimenta el estado fisico de la membrana durante la oxidacidén, se han
estudiado previamente los efectos que tiene la incorporacion de los
antioxidantes sobre el estado fisico de las membranas de los diferentes tipos de
eritrocitos, en ausencia de oxidacion. Para ello, se han determinado los valores
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de rs de las sondas DPH (Fig. IV. 22) y TMA-DPH (Fig. IV. 23) incorporadas a
las membranas eritrocitarias, las cuales han sido previamente tratadas con 1
mM de antioxidante durante 10 min a 37° C en ausencia de oxidacion.
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Fig. IV. 22. Efecto de la incorporacion de 1 mM de quercetina o rutina sobre los
valores de r; del DPH presente en las membranas no oxidadas de
eritrocitos controles (n=5) (panel A), ricos (n=3) (panel B) y pobres
en colesterol (n=3) (panel C). Los resultados son la media aritmética +
D.E. de n experimentos independientes. Comparaciones estadisticamente
significativas: Para una misma temperatura, eritrocitos sin antioxidante v,
eritrocitos con antioxidante, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Los valores de rs del DPH sdlo se modificaban significativamente en las
membranas de eritrocitos controles y ricos en colesterol en presencia de
quercetina, exclusivamente, produciéndose aumentos alrededor del 3-13% (Fig.

131



Capitulo IV Resultados

IV. 22, paneles A y B). En los eritrocitos pobres en colesterol, la incorporacion
de uno u otro antioxidante a la membrana apenas provocaba cambios en los
valores de rs de la sonda (Fig. IV. 22, panel C).
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Fig. IV. 23.  Efecto de la incorporacion de 1 mM de quercetina o rutina sobre los
valores de r; del TMA-DPH presente en las membranas no oxidadas
de eritrocitos controles (n=5) (panel A), ricos (n=3) (panel B) y
pobres en colesterol (n=3) (panel C). Los resultados son la media
aritmética £ D.E. de n experimentos independientes. Comparaciones
estadisticamente significativas: Por temperatura, eritrocitos sin antioxidante
Vs, eritrocitos con antioxidante, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Los valores de rs del TMA-DPH incorporado a las membranas
eritrocitarias que contienen los antioxidantes se representan en la Fig. IV. 23.
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En este caso, la quercetina no provoca cambios estadisticamente significativos
en estos valores. Sin embargo, la rutina produce pequefios descensos (1-3%)
en los valores de rg, circunscritos a las membranas de eritrocitos controles y
ricos en colesterol.
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Fig. IV. 24. Analisis de la proteccion aportada por quercetina (panel A) o rutina
(panel B) al estado fisico (medido con TMA-DPH) de las membranas
de eritrocitos controles, oxidadas dichas membranas en una
relacion antioxidante:oxidante 1:2. Los resultados son la media
aritmética + D.E. de 6 experimentos independientes. Comparaciones
estadisticamente significativas: Por temperatura, membrana no oxidada vs,
oxidada en ausencia o presencia de antioxidante, * p<0,05, ** p<0,01.

Dado que los eritrocitos controles son los Unicos que manifiestan
cambios en el estado fisico de la bicapa lipidica frente al estrés oxidativo, y
dichos cambios se limitan a la sonda TMA-DPH, los estudios de proteccién con
antioxidantes se han restringido a este tipo de eritrocitos en presencia de TMA-
DPH. Los resultados obtenidos se exponen en la Fig. IV. 24.
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El tratamiento con 2 mM de tBHP provoca descensos significativos (4%,
p<0,01, a 30° C; 5%, p<0,05, a 40° C) en los valores de rs del TMA-DPH en las
membranas de eritrocitos controles. La presencia de quercetina o rutina a
concentraciones 1 mM en el medio de oxidacion, impiden que se produzcan los
descensos observados en la membrana eritrocitaria oxidada, lo que se
interpreta como una proteccién total del estado fisico de la membrana, cuando
ésta es oxidada en presencia de antioxidante (Fig. IV. 24).
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8. ANALISIS DE LA PROTECCION EJERCIDA POR
QUERCETINA Y RUTINA SOBRE LA DISPOSICION
ASIMETRICA DE LOS FOSFOLIPIDOS EN LA
MEMBRANA ERITROCITARIA OXIDADA

8.1. Andlisis mediante hidrélisis con fosfolipasa A, de la
disposicion asimétrica de los fosfolipidos

Para analizar la distribucién de los glicerofosfolipidos en la membrana de
los eritrocitos, se ha empleado un método enzimatico basado en el tratamiento
de la membrana con fosfolipasa A, de veneno de abeja. Esta enzima hidroliza
exclusivamente el acido graso en posicién sn-2 de las especies moleculares de
los glicerofosfolipidos situados en la cara externa de la bicapa lipidica, en
condiciones de impermeabilidad celular. Por tanto, los glicerofosfolipidos
situados en la cara externa de la membrana o aquellos que acceden a ella
seran degradados, generando el correspondientes liso-glicerofosfolipido. La
separacion y cuantificacion de los diferentes fosfolipidos y sus correspondientes
formas liso tras el tratamiento con la fosfolipasa A,, permiten estimar la
distribucidon porcentual de cada glicerofosfolipido entre las monocapas externa e
interna de la bicapa lipidica. Las condiciones experimentales empleadas para
este estudio se recogen en el apartado 4.13.1 del capitulo III.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio ponen de manifiesto
que el tratamiento idoneo para analizar la distribucidon de los fosfolipidos en la
membrana, requiere tiempos de incubacidon con la fosfolipasa A, de 20 min. El
tratamiento produce minima destruccion celular, ya que los porcentajes de
hemodlisis obtenidos son inferiores al 2% en eritrocitos controles, del 5% en
eritrocitos ricos y alrededor del 10% en eritrocitos pobres en colesterol (Lopez-
Revuelta, 2005).

Los eritrocitos de conejo presentan el 78% de la fosfatidilcolina (PC), el
11% de la fosfatidiletanolamina (PE) y <1% de la fosfatidilserina (PS) situadas
en la cara externa de su membrana, localizandose los porcentajes restantes de
estos fosfolipidos en la monocapa interna. La modificacién de los contenidos de
colesterol en su membrana provoca cambios en la disposicion de los
aminofosfolipidos, sin que ello conlleve un aumento de la lisis celular. El
empobrecimiento en colesterol se llevd a cabo mediante tratamiento de los
eritrocitos con MBCD, ya que es el procedimiento que mejor mantiene la
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integridad celular del eritrocito. Tanto el enriquecimiento como el
empobrecimiento de la membrana en colesterol provocan la exteriorizacion de
la PS, alcanzandose valores alrededor del 4% (aumentos de 11 veces, p<0,001)
en la monocapa externa. La PE solamente se exterioriza durante el
empobrecimiento de la membrana en colesterol, situandose el 11% del
fosfolipido en la cara externa de la membrana, lo que equivale a un incremento
de 2,5 veces (p<0,01) en la exteriorizacion de la PE. Sin embargo, la PC no
sufre alteraciones en su distribucién tras modificarse los contenidos de
colesterol en la membrana eritrocitaria (LOpez-Revuelta et al 2007).

En este estudio, el dafio oxidativo ha sido inducido con concentraciones
de tBHP 0,5 mM en los eritrocitos controles y ricos en colesterol, mientras que
los eritrocitos pobres en colesterol han sido oxidados con 0,25 mM de tBHP.
Solamente las concentraciones de oxidante iguales o inferiores a las
anteriormente citadas consiguen mantener la integridad celular (hemodlisis
<12%) del eritrocito oxidado y expuesto a la fosfolipasa A;, condiciones
necesarias para poder realizar los estudios proyectados en este apartado. Estos
procedimientos fueron analizados en profundidad en estudios previos realizados
por nuestro grupo (Lopez-Revuelta, 2005).

El proceso oxidativo inducido por tBHP sélo provoca alteraciones en la
disposicién de los aminofosfolipidos en la membrana eritrocitaria, sin que se
vea afectada la distribucion de PC (Lépez-Revuelta et al 2007). Por este motivo,
los estudios llevados a acabo en este apartado se han cenido al andlisis
exclusivo de la disposicion de PE en las membranas de los distintos tipos de
eritrocitos, tras ser oxidados en ausencia y presencia de los antioxidantes, dado
que la localizacién de la PS se llevd a acabo mediante citometria de flujo, ya
que es una técnica mas sensible para detectar la exteriorizacion de PS. Los
resultados obtenidos se muestran en las Fig. IV. 25.
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Fig. IV. 25. Distribucion de la fosfatidiletanolamina (PE) en la monocapa
externa de la membrana de los eritrocitos controles y modificados
en colesterol, tras ser oxidados con tBHP en presencia o ausencia
de antioxidante en una relacion antioxidante:oxidante 1:2. Los
resultados son la media aritmética = D.E. de 6 experimentos independientes.
Comparaciones estadisticamente significativas: Por grupo, eritrocitos no
oxidados v, oxidados, ** p<0,01.

Como observamos en la Fig. IV. 25, la incorporacion de los antioxidantes
no provoca cambios significativos en la disposicion de la PE en la membrana
eritrocitaria de ninguno de los tres tipos de eritrocitos. Sin embargo el
tratamiento con 0,5 mM de tBHP produce aumentos significativos en la
exteriorizacién de PE en las membranas de los eritrocitos controles (1,5 veces,
p<0,01) y pobres en colesterol (1,3 veces, p<0,01).

La presencia de los antioxidantes en el medio de incubacion evita
totalmente la salida de PE producida en la membrana del eritrocito control al
ser oxidado. En los eritrocitos pobres, la rutina también impide dicha salida,
mientras que la quercetina consigue una proteccion sélo del 46%, aunque las
diferencias encontradas no son estadisticamente significativas.

8.2.Andlisis mediante citometria de flujo de |la
exteriorizacion de fosfatidilserina

La salida de PS hacia la cara externa de la membrana eritrocitaria ha
sido investigada mediante citometria de flujo, aplicada a los distintos tipos de
eritrocitos marcados con anexina V-FITC, proteina que lleva incorporada una
sonda fluorescente. Esta proteina se une en presencia de Ca>* a la fosfolipidos
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anionicos, principalmente PS, presentes en la monocapa externa de la bicapa
lipidica.

Las condiciones del marcaje con anexina V y el andlisis por citometria de
flujo se detallan en los apartados 4.13.2 del capitulo III.

8.2.1. Estudio de la integridad celular de los eritrocitos

Para determinar las poblaciones de células intactas, lo que se asocia con
la viabilidad celular, y alteradas en las diferentes muestras tratadas, se analizd
por citometria de flujo una muestra de eritrocitos de conejo recién aislados, sin
haber sido sometidos a ningun tipo de tratamiento adicional, y otra muestra de
eritrocitos hemolizados con agua destilada. La zona del diagrama SSC/FSC
donde aparecen los eritrocitos hemolizados se considera la region de células
alteradas (no viables) (Lopez-Revuelta, 2005). Una vez establecidas las
regiones correspondientes a los eritrocitos intactos y alterados, se procedié al
estudio de la integridad celular de los diferentes tipos de eritrocitos tratados
con distintas concentraciones de tBHP en presencia 0 ausencia de
antioxidantes. Los eritrocitos controles, ricos y pobres en colesterol presentan
una viabilidad >99% en ausencia de agente oxidante (Tablas IV. 7 y 8).

Tabla IV. 7. Estimacion por citometria de flujo de los porcentajes de
integridad celular en eritrocitos controles y modificados en
colesterol tras ser tratados con tBHP en presencia o ausencia de

quercetina
tBHP (mM)
Quercetina (mM) 0 0,5 1
0 99,87+ 0,14 99,43 + 0,46 98,65 + 1,27
Controles 0,25 99,85+ 0,13 99,44 +0,23 N.A.
0,5 99,83 +0,13 N.A. 99,57 + 0,25
0 99,85+ 0,12 99,83+ 0,15 93,70 + 6,94
Ricos 0,25 99,84 + 0,15 99,70 0,24 N.A.
0,5 99,81 +0,13 N.A. 99,71 + 0,31
0 99,66 + 0,35 98,96 + 0,96 N.A.
Pobres
0,25 99,76 + 0,15 98,72 + 0,97 N.A.

Los resultados son la media aritmética = D.E. de 3 experimentos independientes. N.A.: no analizado.
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Tabla IV. 8. Estimacion por citometria de flujo de los porcentajes de
integridad celular en eritrocitos controles y modificados en
colesterol tras ser tratados con tBHP en presencia o ausencia de

rutina
tBHP (mM)
Rutina (mM) 0 0,5 1

0 99,87 + 0,14 99,43 + 0,46 98,65 + 1,27

Controles 0,25 99,78 + 0,23 99,48 + 0,41 NA.
0,5 99,87 + 0,08 N.A. 98,98 + 0,74
0 99,85 + 0,12 99,83 + 0,15 93,70 + 6,94

Ricos 025 99,83 +0,12 99,85 + 0,13 NA.
0,5 99,86 + 0,11 NA. 99,68 + 0,19

Pobres 0 99,66 + 0,35 98,96 +0,96 NA.

0,25 99,75 + 0,22 99,32 £ 0,52 N.A.

Los resultados son la media aritmética £ D.E. de 3 experimentos independientes. N.A., no analizado.

Analisis previos realizados en nuestro laboratorio muestran que la
integridad celular de los eritrocitos controles y ricos en colesterol tratados con 1
mM de tBHP oscila entre el 93 y 98%, disminuyendo hasta el 51% con 1,5 mM
de tBHP; mientras que en los eritrocitos pobres (MBCD) en colesterol tratados
con 0,5 mM de tBHP la viabilidad es del 98%, descendiendo hasta el 36%
cuando son oxidados con 0,75 mM de tBHP (Lopez-Revuelta, 2005; Ldépez-
Revuelta et al 2007). Por lo tanto, los estudios de citometria de flujo aqui
realizados, se han efectuado con concentraciones 0,5 mM de tBHP en los tres
tipos de eritrocitos, y con 1 mM de tBHP en eritrocitos controles y ricos en
colesterol, con el fin de oxidarlos en presencia o ausencia de los antioxidantes.

La presencia de los antioxidantes no disminuye practicamente la

integridad celular en los diferentes tipos de eritrocitos, manteniéndola siempre
>98% en presencia o ausencia de agente oxidante (Tablas IV. 7 y 8).
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8.2.2. Andlisis porcentual de los eritrocitos marcados con anexina V-FITC

Los estudios de exteriorizacion de la PS realizados en los distintos tipos
de eritrocitos por citometria de flujo se efectuaron siempre sobre poblaciones

de células intactas, es decir aquellas poblaciones que mostraron viabilidad
> 98%.

Nuestras condiciones experimentales de marcaje permitieron obtener un
porcentaje de eritrocitos controles marcados con anexina V-FITC del 0,11 +
0,04%. La modificacién de los contenidos de colesterol no provoca cambios
significativos en dicho valor.

»
]

y =0,1011e01471
R?=0,9972

Células marcadas con Anexina V (%)

0 ( T T T T T

0 5 10 15 20 25 30
ROS (UAde fluorescencia de DFC/min-mg Hb)

Fig. IV. 26. Relacion entre la exteriorizacion de PS (expresada como % de
células marcadas con anexina V-FITC) y el estrés oxidativo
(expresado como ROS generados en el eritrocito). Los eritrocitos
controles fueron tratados con concentraciones progresivas de tBHP (0-1
mM). Los resultados son la media aritmética + D.E. de 3 experimentos
independientes.

Como puede observarse en la Fig. IV. 26, el aumento de la produccion
de ROS en el eritrocito genera un incremento exponencial del porcentaje de
células marcadas con anexina V-FITC, lo que se asocia con una exteriorizacion
progresiva de la PS hacia la superficie del eritrocito.
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Fig. IV. 27.

Analisis de la exteriorizacion de la PS por citometria de flujo en
eritrocitos controles (C), ricos (R) y pobres en colesterol (P)
oxidados con 0,5 mM de tBHP, en ausencia o presencia de
quercetina (Q) o rutina (Ru). Imagenes representativas de uno de los 4
experimentos realizados. Las figuras grandes representan los diagramas de
SSC/fluorescencia, a partir de los cudles se cuantifican los porcentajes de
células viables marcadas. Las figuras pequenas (englobadas en las grandes)
representan los diagramas de puntos SSC/FSC que determinan las
poblaciones de eritrocitos intactos. Las células fluorescentes vienen
representadas por las nubes de puntos negros y las no fluorescentes por las
nubes de puntos grises.
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A partir de los diagramas de citometria de flujo, uno de cuyos
experimentos se representa en la Fig. IV. 27, se han calculado los porcentajes
de eritrocitos marcados con anexina V-FITC en cada caso, cuyos datos estan
representados en la Fig. IV. 28 (estudios con concentraciones de tBHP 0,5 mM)
y en la Fig. IV. 29 (estudios con concentraciones de oxidante 1 mM).

Fig. IV. 28.

Células marcadas con

Células marcadas con
Anexina V-FITC (% del control)
N
[é)]

12 4 *% O Controles no oxidados

m Controles oxidados
A O Ricos no oxidados

10 A B Ricos oxidados

O Pobres (MBCD) no oxidados
@ Pobres (MBCD) oxidados

Anexina V-FITC (%)

Sin Antioxidante Quercetina Rutina
50 - | Controles
B Ricos
451 B @ Pobres

Quercetina Rutina

Efecto protector de los antioxidantes quercetina y rutina sobre la
exteriorizacion de PS (expresada como % de células unidas a
anexina V-FITC) en los tres tipos de eritrocitos tratados con 0,5 mM
de tBHP. Panel A: En eritrocitos no oxidados y oxidados en ausencia y
presencia de antioxidante 0,25mM. Comparaciones estadisticamente
significativas: i) Con o sin antioxidante, eritrocitos no oxidados v oxidados,
* p<0,05, ** p<0,01. ii) Entre eritrocitos del mismo tipo no oxidados, en
ausencia vs, presencia de antioxidante, ++ p<0,01; Panel B: Se asignd el
100% a los porcentajes de células marcadas con anexina V-FITC detectados
en los diferentes grupos de eritrocitos oxidados en ausencia de antioxidante
(Control). Los resultados son la media aritmética £ D.E. de 4 experimentos
independientes.
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La incorporacion de 0,25 mM de los antioxidantes no provoca
alteraciones en los valores de células marcadas con anexina V-FITC,
porcentajes que son similares a los que muestran los diferentes tipos de
eritrocitos no oxidados (<0,2%), salvo en el caso de la rutina cuando se
incorpora en eritrocitos pobres en colesterol, donde la presencia del flavonoide
produce un aumento del porcentaje de células marcadas de 2,8 veces (p<0,01)
(Fig. IV. 28 A). La oxidacion inducida por tBHP 0,5 mM genera aumentos
significativos en el porcentaje de células marcadas con anexina V-FITC en los
eritrocitos controles (6 veces, p<0,05), ricos (8 veces, p<0,01) y pobres en
colesterol (34 veces, p<0,01) (Fig. IV. 28 A). La presencia de 0,25 mM de
quercetina en el medio con 0,5 mM de tBHP, reduce considerablemente los
valores de eritrocitos marcados, alcanzandose protecciones del 93% en
eritrocitos controles, del 81% en ricos y del 88% en eritrocitos pobres en
colesterol. La rutina en condiciones idénticas a las anteriores, ejerce grados de
proteccion algo inferiores a la quercetina, del 87% en controles, del 75% en
ricos y del 88% en eritrocitos pobres en colesterol (Fig. IV. 28 B).

La presencia de 0,5 mM de antioxidante en el medio, en ausencia de
oxidaciéon, tampoco induce alteraciones en los porcentajes de eritrocitos
marcados, ya que se observan valores porcentuales similares a los que
presentan los eritrocitos controles y ricos en colesterol no oxidados (<0,2%),
excepto cuando se incorpora la rutina a los eritrocitos ricos en colesterol, que
produce un aumento (2,1 veces, p<0,001) del porcentaje de eritrocitos
marcados (Fig. IV. 29 A). Cuando estos eritrocitos se exponen a
concentraciones 1 mM de tBHP, en ausencia de antioxidantes, se producen
aumentos significativos de los porcentajes de células marcadas, 45 veces
(p<0,001) en los eritrocitos controles y 26 veces (p<0,01) en los eritrocitos
ricos en colesterol. De nuevo la presencia de los antioxidantes en el medio de
oxidacion evita de un modo muy eficiente la exteriorizacion de la PS producida
en el eritrocito oxidado. La quercetina consigue protecciones del 97% y 84% en
los eritrocitos controles y ricos en colesterol, respectivamente, mientras que la
rutina aporta protecciones algo inferiores, del 84% en eritrocitos controles y del
63% en eritrocitos ricos en colesterol. Los eritrocitos controles son
significativamente (p<0,01) mejor protegidos frente a la exteriorizacion de PS
por ambos antioxidantes que los eritrocitos modificados, demostrandose
también que la quercetina es mejor protector que la rutina tanto en los
eritrocitos controles (p<0,01), como en los ricos en colesterol (no significativo)
(Fig. IV. 29 B).
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Células marcadas con

Células marcadas con
Anexina V-FITC (% del control)

Fig. IV. 29.

7 - O Controles no oxidados

*kk m Controles oxidados

6 A [u] Rfcos noloxidados
B Ricos oxidados
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Anexina V-FITC (%)

Sin Antioxidante Quercetina Rutina
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20
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Quercetina Rutina

Efecto protector de los antioxidantes quercetina y rutina sobre la
exteriorizacion de PS (expresada como % de células unidas a
anexina V-FITC) en los tres tipos de eritrocitos tratados con 1 mM
de tBHP. Panel A: En eritrocitos no oxidados y oxidados en ausencia y
presencia de antioxidante 0,5mM. Comparaciones estadisticamente
significativas: i) Con o sin antioxidante, eritrocitos no oxidados v oxidados,
* p<0,05, ** p<0,01. ii) Entre eritrocitos del mismo tipo no oxidados, en
ausencia vs, presencia de antioxidante, ++ p<0,01; Panel B: Se asignd el
100% a los porcentajes de células marcadas con anexina V-FITC detectados
en los diferentes grupos de eritrocitos oxidados en ausencia de antioxidante
(Control). Comparaciones estadisticamente significativas: i) Por grupo de
eritrocitos, quercetina v, rutina, ++ p<0,01; ii) Por antioxidante: controles
vs. modificados, ** p<0,01. Los resultados son la media aritmética + D.E. de
4 experimentos independientes.
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8.3.Estudio de la fagocitosis en los diferentes tipos de
eritrocitos tratados

Una de las sefiales de reconocimiento de las células dafiadas o
envejecidas reside en la exteriorizacion de la PS, de forma que una salida
gradual de este aminosfosfolipido hacia el exterior de la membrana es indicativo
de que la célula no es viable, y sera reconocida por los macrofagos, que la
fagocitaran (Fadok et al, 2001). En nuestro estudio hemos utilizado macréfagos
de ratédn 1774 para llevar a cabo los ensayos de fagocitosis, que han sido
efectuados en eritrocitos controles y modificados en colesterol oxidados con
tBHP en presencia o ausencia de antioxidante.

El analisis se ha llevado a cabo tal como se detalla en el apartado 4.15.2
del capitulo III, realizandose un recuento de los macréfagos que han fagocitado
uno o mas eritrocitos (macréfagos positivos) y expresandose los resultados de
fagocitosis en porcentajes de macroéfagos positivos. Una imagen representativa
de la fagocitosis de eritrocitos por macréfagos de raton 3774 se observa en la
Fig. IV. 30.

. A

Fig. IV. 30. Imagen representativa de la fagocitosis de eritrocitos oxidados por
macrofagos de raton J774. Las flechas indican los macréfagos
considerados positivos. Se muestra un experimento representativo de
eritrocitos controles tratados con 0,5 mM de tBHP e incubados con los
macréfagos durante 1h a 37° C. Los macrofagos son fijados, tefiidos,
observados al microscopio dptico (x 600).
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En la Fig. IV. 31 podemos observar como el nimero de macréfagos
positivos aumenta de forma directamente proporcional al nimero de células
marcadas con anexina V-FITC. De ello se deduce que existe una correlacion
positiva entre la exteriorizacion de la PS en la superficie del eritrocito y el
numero de eritrocitos fagocitados (macréfagos positivos), tanto en eritrocitos
controles como modificados.
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Fig. IV. 31. Correlacion entre la exteriorizacion de PS (expresada como % de
células unidas con anexina V-FITC) y el grado de fagocitosis (% de
macrofagos positivos) tras la oxidacion de eritrocitos controles y
modificados. Cada punto es la media de 3 determinaciones independientes
llevadas a cabo en eritrocitos controles y modificados tratados con
concentraciones crecientes de tBHP (0-1 mM).

Los niveles de fagocitosis encontrados en eritrocitos controles no
oxidados son muy bajos (<2%). La modificacién de los contenidos de colesterol
en el eritrocito producen una salida de PS, que se refleja en un incremento de
la fagocitosis eritrocitaria aproximadamente de 10 veces (p<0,001) con
respecto a los eritrocitos controles (Figs IV. 31y 32).

El tratamiento de los eritrocitos controles con concentraciones de tBHP 2
mM provoca un aumento significativo de 14 veces en el nimero de macréfagos
positivos con respecto a los eritrocitos controles no oxidados (Fig. IV. 32). El
proceso oxidativo también produce incrementos significativos en la fagocitosis
tanto de los eritrocitos ricos (2 veces a 2 mM de tBHP) como de los pobres en
colesterol (1,6 veces a 0,25 mM de tBHP) (Fig. IV. 32).
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En ausencia de oxidacion, los antioxidantes incorporados en los distintos
eritrocitos solo causan aumentos significativos del ndmero de macrofagos
positivos en los eritrocitos controles (6,7 veces, p<0,001, con quercetina y 3,7
veces, p<0,001, con rutina) (Fig. IV. 32).

0O Controles + 0mM tBHP

| Controles + 2mM tBHP

0O Ricos + OmM tBHP

| Ricos + 2mMtBHP

0O Pobres (MBCD) + OmM tBHP
45 @ Pobres (MBCD) + 0,25mM tBHP

40 4 *%

Macroéfagos positivos (%)

Sin Antioxidante Quercetina Rutina

Fig. IV. 32. Efecto de la adicion de quercetina y rutina sobre la fagocitosis
experimentada por los eritrocitos controles y modificados tratados
con tBHP en una relacion antioxidante:oxidante 1:2. Los resultados
son la media aritmética = D.E. de 4 experimentos independientes, y
expresan los porcentajes de macréfagos 1774 que han fagocitado 1 o mas
eritrocitos (macrdfagos positivos). Cambios estadisticamente significativos: i)
por grupo de eritrocitos sin antioxidante o con antioxidante: no oxidados vs,
oxidados, ** p<0,01, *** p<0,001; ii) en eritrocitos no oxidados: con
antioxidante v, sin antioxidante, +++ p<0,001.

La presencia de los flavonoides en el medio de oxidacion evita
parcialmente el aumento de los macrofagos positivos, principalmente en los
eritrocitos controles, donde la quercetina otorga un 62 % de proteccién y la
rutina un 70% (Figs. IV. 32 y 33). Sin embargo, el grado de proteccion que
aportan los flavonoides frente a la eritrofagocitosis en los eritrocitos
modificados oxidados suele ser, en general, inferior al detectado en los
eritrocitos controles, mostrandose los eritrocitos pobres en colesterol mas
sensibles a la proteccion por los antioxidantes que los eritrocitos ricos en
colesterol. Asi, en los eritrocitos pobres en colesterol los porcentajes de
proteccion son del 74% en presencia de quercetina y del 27% con rutina,
descendiendo hasta valores del 49% con quercetina y al 11% con rutina en los
eritrocitos ricos en colesterol (Figs. IV. 32 y 33).
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Fig. IV. 33. Comparacion de los efectos protectores de quercetina y rutina
sobre la fagocitosis experimentada por los eritrocitos controles y
modificados oxidados. Se asign6 el 100% a los porcentajes de
macréfagos positivos detectados en los diferentes grupos de eritrocitos
oxidados en ausencia de antioxidante. Los resultados son la media aritmética
+ D.E. de 4 experimentos independientes, y expresan los porcentajes de
macréfagos que han fagocitado 1 o mas eritrocitos (macrofagos positivos).
Por grupo de eritrocitos, quercetina vs rutina, +++ p<0,001. Por
antioxidante, controles vs, modificados, ** p<0,01; *** p<0,001

Como muestra la Fig. IV. 33, la quercetina tiene mayor poder de
proteccion que la rutina en los eritrocitos modificados (1,7 veces en eritrocitos
ricos, p<0,01, y 2,7 veces en eritrocitos pobres en colesterol, p<0,001),
mientras que en los eritrocitos controles la rutina aporta 1,3 veces mas
proteccion que la quercetina (p<0,05).
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9. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD
AMINOFOSFOLIPIDO TRANSLOCASICA

La aminofosfolipido translocasa (APLT) es una enzima dependiente de
ATP, responsable del mantenimiento de la distribucion asimétrica de los
aminofosfolipidos en la célula mediante el transporte hacia la cara interna de la
bicapa lipidica de las moléculas de estos fosfolipidos que se sitian en la
superficie de la membrana plasmatica.

La cuantificacién de actividad enzimatica de la APLT realizada en este
estudio se basa en el empleo del sustrato fluorescente NBD-PS. El sustrato
unido a la cara externa de la membrana eritrocitaria es transportado hacia la
cara interna por accion de la APLT a lo largo del tiempo de incubacion,
expresandose la actividad enzimatica como porcentaje de NBD-PS internado o
en nmoles NBD-PS internado'min™*mg Hb™. Las condiciones experimentales
empleadas estan descritas en el apartado 4.14 del capitulo III. La eleccion de
los tiempos idoneos de incubacion y los estudios de cinética de incorporacion
del sustrato NBD-PS se han llevado a cabo en estudios previos realizados en
nuestro grupo (Lépez-Revuelta et al, 2005).

Actividad APLT (e)

(NBD-PS internado, pmol/min-mg Hb)
Exteriorizacion de PS (»)
(% de células marcadas con Anexina V)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
[tBHP, mM]
Fig. IV. 34. Analisis de la relacion existente entre la actividad APLT y la
exteriorizacion de PS por efecto de la oxidacion inducida por tBHP.

Cada punto representa la media aritmética de 3 determinaciones
independientes.
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La Fig. IV. 34 muestra la correlacion existente entre el descenso de la
actividad enzimatica de la APLT y el aumento de la PS en la monocapa externa
a medida que se incrementa la concentracién de tBHP.

0O Control + OmM tBHP
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Fig. IV. 35. Efecto de quercetina y rutina sobre la actividad APLT (expresada en
% de NBD-PS internado) en eritrocitos controles y modificados en
colesterol oxidados con tBHP, en una relacion antioxidante:oxidante
1:2. La actividad APLT fue determinada a los 10 min de incubacion a 28° C.
Los resultados son la media aritmética + D.E. de 5 experimentos
independientes. Comparaciones estadisticas: i) En los grupos de sin
antioxidante, quercetina o rutina: eritrocitos no oxidados vs oxidados, **
p<0,01, *** p<0,001; ii) En eritrocitos de cada grupo: no oxidados sin
antioxidante vs, no oxidados con antioxidante, + p<0,05 ++ p<0,01, +++
p<0,001.

Como se observa en la Fig. IV. 35, la incorporacion de los flavonoides al
medio de reaccion en ausencia de oxidacion provoca alteraciones significativas
en la actividad APLT. Asi la presencia de rutina induce un aumento en la
actividad de la enzima de 1,31 veces (p<0,001) en eritrocitos controles, de 1,32
veces (aumento no significativo) en eritrocitos ricos y de 2,1 veces (p<0,01) en
eritrocitos pobres en colesterol. En cambio, la quercetina ocasiona un aumento
de 1,6 veces (p<0,05) en la actividad APLT de los eritrocitos pobres en
colesterol no oxidados, mientras que en los eritrocitos ricos no oxidados
provoca un descenso en dicha actividad enzimatica del 32% (p<0,01). La
oxidacion de los eritrocitos con tBHP produce una inactivacion parcial de la
enzima, como ya se ha descrito previamente, con descensos en su actividad del
48% (p<0,001) en eritrocitos controles, del 36% (p<0,01) en los eritrocitos
ricos y del 16% (no significativo) en los eritrocitos pobres en colesterol. En
presencia de ambos antioxidante, la actividad APLT detectada en los diferentes
tipos de eritrocitos oxidados muestra valores similares a los cuantificados en los
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eritrocitos homologos oxidados en ausencia del antioxidante, lo que indica que
dichos antioxidantes no tienen practicamente efecto protector sobre la actividad
APLT en los distintos tipos de eritrocitos expuestos al tBHP (Fig. IV. 35).
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10. ANALISIS MORFOLOGICO Y DE ESTABILIDAD
ISOTONICA

10.1.Efecto sobre la morfologia celular

Los eritrocitos controles y modificados en colesterol tratados con
diferentes concentraciones de tBHP, fueron fijados con glutaraldehido al 1%
para ser observados al microscopio éptico, tal como se detalla en el apartado
4.16 del capitulo III. Se contaron 200 eritrocitos por portaobjetos en diferentes
campos elegidos al azar, calculdandose el porcentaje de eritrocitos que
presentan una o mas espiculas (u otras alteraciones) en su superficie celular
(Fig. IV. 36).

Fig. IV. 36. Morfologia de los eritrocitos ricos en colesterol tratados sin (panel
A) y con (panel B) 0,5 mM de tBHP. Después del tratamiento, los
eritrocitos fueron fijados con glutaraldehido al 1%, observados al
microscopio (x600) y fotografiados. Las flechas sefialan los eritrocitos que se
consideran alterados morfolégicamente.
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Como se observa en la Fig. IV. 37, existe una correlacion positiva entre
la exposicion de PS en la superficie de los diferentes tipos de eritrocitos y las
alteraciones que se producen en dicha superficie celular.
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Fig. IV. 37. Relacion entre la salida externa de PS y los cambios morfologicos
observados en los distintos tipos de eritrocitos expuestos a
concentraciones crecientes de tBHP (0-0,5 mM). Cada punto
representa la media aritmética de 3 determinaciones independientes.
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En ausencia de oxidacion, los eritrocitos controles muestran
aproximadamente un 10% de alteracion morfoldgica, incrementandose hasta
1,5 y 3,2 veces (p<0,001) en los eritrocitos ricos y pobres en colesterol,
respectivamente. El tratamiento con concentraciones crecientes de agente
oxidante conlleva un deterioro de la morfologia celular en todas las clases de
eritrocitos estudiados. Asi, la exposicion de los eritrocitos a concentraciones 2
mM de tBHP provoca incrementos en los indices morfoldgicos de 6,1 veces en
controles, 4,1 veces en ricos y 2,8 veces en pobres en colesterol con respecto a
sus eritrocitos homdlogos no oxidados (Fig. IV. 38).
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Fig. IV. 38. Estimacion de los indices morfoldgicos (% de eritrocitos alterados)
de eritrocitos controles y modificados en colesterol tras el
tratamiento con tBHP. Los eritrocitos fueron expuestos a distintas
concentraciones de agente oxidante, posteriormente fueron fijados con
glutaraldehido y observados al microscopio, realizandose el recuento de los
eritrocitos alterados morfoldgicamente. Los resultados son la media aritmética
+ D.E. de 5 experimentos independientes.

La incorporacion de los flavonoides a la membrana eritrocitaria provoca
cambios estadisticamente significativos en los porcentajes de eritrocitos
alterados. Asi la presencia de quercetina induce un aumento de los indices
morfoldgicos de 2,0 veces (p<0,01) en los eritrocitos controles y de 1,3 veces
(p<0,05) en los eritrocitos ricos en colesterol. La rutina sélo provoca cambios
en los eritrocitos ricos en colesterol, aumentando el porcentaje de eritrocitos
alterados 1,5 veces (p<0,05) (Fig. IV. 39 A).

El aumento del porcentaje de eritrocitos alterados provocado por la

accion del tBHP es parcialmente inhibido por la quercetina en eritrocitos
controles y pobres en colesterol, con protecciones del 39 y 47%,
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respectivamente. La rutina por su parte, otorga protecciones del 35% a los
eritrocitos controles y del 22% a los eritrocitos pobres. Sin embargo, ninguno
de los antioxidantes ensayados aporta proteccién a los eritrocitos ricos en
colesterol contra las alteraciones morfoldgicas inducidas por el tBHP (Fig. IV. 39
B).
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Fig. IV. 39. Efecto de la presencia de quercetina y de rutina sobre la morfologia
celular de los eritrocitos controles y modificados en colesterol al ser
tratados con 0,5 mM de tBHP. Panel A: En eritrocitos no oxidados y
oxidados en ausencia y presencia de antioxidante 0,25mM. Comparaciones
estadisticamente significativas: i) Con o sin antioxidante, eritrocitos no
oxidados v, oxidados, * p<0,05, ** p<0,01. ii) Entre eritrocitos del mismo
tipo no oxidados, en ausencia vs, presencia de antioxidante, + p<0,05, ++
p<0,01; Panel B: Se asignd el 100% a los porcentajes de eritrocitos
alterados detectados en los diferentes grupos de eritrocitos oxidados en
ausencia de antioxidante (Control). Comparaciones estadisticamente
significativas: i) Por grupo de eritrocitos, quercetina vs, rutina, + p<0,05; ii)
Por antioxidante: controles vs, modificados, * p<0,05. Los resultados son la
media aritmética + D.E. de 3 experimentos independientes.
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10.2.Efecto sobre la estabilidad isotonica

10.2.1. Andlisis del grado de hemdlisis en ausencia y presencia de
antioxidante

Previamente al estudio de la estabilidad isotdnica, se analizd el grado de
hemolisis que produce el tratamiento con 2 mM de tBHP en los eritrocitos
controles y modificados en presencia o ausencia de antioxidantes. El analisis se
llevd a cabo mediante la medida a 700 nm de la dispersidn de luz que generan
las suspensiones de eritrocitos intactos después de los tratamientos, tal como
se detalla en el apartado 4.7.2 del capitulo III.

O Controles no oxidados
| Controles oxidados
120 - O Ricos no oxidados
| Ricos oxidados
0O Pobres (BCD) no oxidados
Sk dkk @ Pobres (BCD) oxidados
0O Pobres (MBCD) no oxidados
@ Pobres (MBCD) oxidados

100 -

*RK e

[0
o

60 -

Hemodlisis (%)

N
o
|

20 -

Sin Antioxidante Quercetina Rutina

Fig. IV. 40. Efecto de la presencia de quercetina y rutina sobre la hemdlisis
producida en los eritrocitos controles y modificados en colesterol
tratados con 2 mM de tBHP, en relaciones antioxidante:oxidante
1:2. Los resultados son la media aritmética + D.E. de 4 experimentos
independientes. Cambios estadisticamente significativos: Por grupo de
eritrocitos sin o con antioxidante: no oxidados vs oxidados, * p<0,05, ***
p<0,001.

El tratamiento con el agente oxidante provoca aumentos
estadisticamente significativos en los grados de hemdlisis en todas las clases de
eritrocitos tratados (p<0,001), alcanzandose porcentajes entre el 81-91% (Fig.
IV. 40).

La presencia de antioxidante, tanto de quercetina como de rutina, en
ausencia de oxidacion no modifica significativamente el porcentaje de hemolisis
en ninguno de los tipos de eritrocitos (Fig. IV. 40).
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Fig. IV. 41. Comparacion del efecto protector de la quercetina frente a la rutina
sobre el grado de hemdlisis producida en los eritrocitos controles y
modificados en colesterol tratados con 2 mM de tBHP, en una
relacion antioxidante:oxidante 1:2. En ausencia de antioxidante, la
hemolisis fue considerada del 100% para cada grupo de eritrocitos oxidados.
Los resultados son la media aritmética + D.E. de 4 experimentos
independientes. Cambios estadisticamente significativos: i) Por grupo de
eritrocitos, quercetina v rutina, ++ p<0,01; +++ p<0,001; ii) Por
antioxidante, controles vs. modificados, * p<0,05, ** p<0,01; *** p<0,001.

La quercetina en el medio de oxidacion produce un bloqueo total de la
hemolisis que induce el tBHP (100%), siendo 9 veces (p<0,01) mas eficaz que
la rutina en eritrocitos controles, 18 veces (p<0,01) mas en los ricos y 12 veces
(p<0,001) mas en los pobres (BCD) en colesterol. Sin embargo, cuando el
empobrecimiento de colesterol en los eritrocitos se lleva a cabo con MBCD,
ambos antioxidantes aportan protecciones menores frente a la hemodlisis
inducida por el tBHP, alcanzandose porcentajes préximos al 60% con ambos
antioxidantes (Fig. IV. 41). Aunque la quercetina es el antioxidante mas eficaz
en la mayoria de los casos, la rutina aporta también elevadas protecciones
frente a la hemdlisis inducida por el dafio oxidativo, consiguiéndose porcentajes
de proteccion del 91% en eritrocitos controles, del 82% en ricos y del 59-60%
en eritrocitos pobres en colesterol (Fig. IV. 41).
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10.2.2. Andlisis de la estabilidad isoténica en ausencia y presencia de
antioxidante

La estabilidad isotdnica de los eritrocitos controles, ricos y pobres (BCD)
en colesterol oxidados en ausencia o presencia de antioxidante ha sido
analizada siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 4.7.3 de
Materiales y Métodos. Los resultados son expresados en porcentajes de
hemodlisis que muestran los eritrocitos tras 16 h de incubacién con disoluciones
154 mM de NaCl, hemdlisis que sera inversamente proporcional a la estabilidad
isotonica del eritrocito en el medio. El analisis del efecto de los antioxidantes
sobre la estabilidad isoténica de los eritrocitos oxidados se ha restringido a los
eritrocitos controles, ricos y empobrecidos en colesterol mediante tratamiento
con BCD, ya que son estos tres grupos los que muestran las maximas
estabilidades isotdnicas (6% de hemodlisis en controles, 7,5% en ricos y 3% en
pobres tratados con BCD) en ausencia de oxidacidon al ser expuestos durante
16h a disoluciones de NaCl 154 mM (Fig. IV.42). Los eritrocitos empobrecidos
en colesterol al ser tratados con MBCD muestran una estabilidad isotdnica muy
inferior (~50% de hemodlisis, datos no mostrados) en las condiciones
anteriormente citadas.
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Fig. IV. 42. Efecto de la presencia de quercetina y rutina sobre la estabilidad
isotonica en eritrocitos controles y modificados en colesterol
oxidados con 2 mM de tBHP, en relacion antioxidante:oxidante 1:2.
Los resultados son la media aritmética + D.E. de 6 experimentos
independientes. Cambios estadisticamente significativos: i) Por grupo de
eritrocitos sin antioxidante o con antioxidante: no oxidados v, oxidados, ***
p<0,001.
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El tratamiento de los eritrocitos con tBHP 2 mM en ausencia de
antioxidante disminuye de forma significativa (p<0,001) la estabilidad isotdnica
en los tres tipos de eritrocitos analizados, alcanzandose valores de hemodlisis
comprendidos entre 86-98% (Fig. IV. 42). La incorporacion de los antioxidantes
a los eritrocitos no oxidados no altera la estabilidad isotdnica de los distintos
tipos de eritrocitos, que muestran porcentajes de hemolisis similares a sus
eritrocitos homologos no oxidados (<10% de hemolisis) (Fig. IV. 42).
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Fig. IV. 43. Analisis comparativo del efecto protector de la quercetina frente a
la rutina sobre la estabilidad isoténica en eritrocitos controles y
modificados en colesterol oxidados con 2 mM de tBHP, en una
relacion antioxidante:oxidante 1:2. En ausencia de antioxidante, la
hemodlisis fue considerada del 100% para cada grupo de eritrocitos oxidados.
Los resultados son la media aritmética + D.E. de 6 experimentos
independientes. Cambios estadisticamente significativos: i) Por grupo de
eritrocitos, quercetina vs, rutina, +++ p<0,001; ii) Por antioxidante,
controles vs, modificados, * p<0,05.

En todos los casos la quercetina ejerce un efecto protector
significativamente mayor (2,1-2,4 veces, p<0,001) que la rutina frente a la
estabilidad isotdnica en los diferentes tipos de eritrocitos. Con la quercetina se
consiguen protecciones en la estabilidad isotdnica del 58-59% en los tres tipos
de eritrocitos oxidados (Fig. IV. 43). La rutina posee un poder de proteccion
ostensiblemente inferior al de la quercetina, alcanzandose protecciones del 3%
en eritrocitos controles, 7% en los eritrocitos ricos y 14% en los eritrocitos
pobres en colesterol (Fig. IV. 43).
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Capitulo V Discusion

El eritrocito, debido a su alto contenido en acidos grasos poliinsaturados
(PUFA), a su contacto directo con el oxigeno y a la presencia de iones ferrosos
formando parte de la hemoglobina, es muy susceptible al dafio oxidativo en
situaciones de deterioro tisular o cuando hay un predominio de los oxidantes
con respecto a los antioxidantes intracelulares. En tales circunstancias, la
oxidacion de la hemoglobina en metahemoglobina se incrementa
considerablemente, generando gran cantidad de radicales superdxido, que dan
finalmente lugar a la formaciéon de radicales sumamente reactivos como los
radicales hidroxilo. Este radical o cualquier otra especie reactiva (ferril-
hemoglobina, radicales peroxilo o alcoxilo) son capaces de oxidar diferentes
componentes del eritrocito, hemoglobina, cadenas hidrocarbonadas de los
acidos grasos poliinsaturados, grupos tidlicos de proteinas y compuestos no
proteicos, asi como cualquier aminoacido susceptible de oxidacion. Estas
alteraciones generan cambios en la estructura de la membrana eritrocitaria, que
ocasionan un descenso en la deformacion del eritrocito, disminuyendo su
estabilidad isotdnica y aumentando las formas esferociticas, con la consiguiente
pérdida de la integridad celular y el acortamiento de su vida media (Clemens y
Waller, 1987; Rice-Evans, 1990; Lopez-Revuelta et al, 2005; Lopez-Revuelta et
al, 2007).

El colesterol es un esterol presente en las membranas bioldgicas de las
células de mamiferos que juega un papel crucial en la organizacién, funcion y
dinamismo celular. Este compuesto modula el estado fisico de la membrana al
interaccionar con las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos y glicolipidos,
generando un efecto condensante o “fluidificante” de la bicapa lipidica en
funcién de su temperatura de transicion. El incremento de colesterol en la
membrana produce aumentos en el parametro de orden de los componentes de
la bicapa lipidica por encima de la temperatura de transicidn, incrementando la
microviscosidad de dicha bicapa, mientras que el descenso de los contenidos de
colesterol provoca el efecto contrario, aumenta la fluidez de la membrana
(Yeagle, 1985; Kucuk et al, 1992; Vélez et al, 1995; Tirosh et al, 1997; Lopez-
Revuelta et al, 2005). El colesterol también modifica la carga superficial (Lupu y
Calb, 1988) y la disposicion asimétrica de los lipidos de la bicapa,
produciéndose una salida gradual de los aminofosfolipidos hacia su cara externa
a medida que se incrementa la concentracion de colesterol, tanto en liposomas,
como en membranas plasmaticas de plaquetas (Sanchez-Yagie et al, 1987) y
en eritrocitos (Manevich et al, 1985; Lépez-Revuelta et al, 2007). El efecto
modulador del colesterol sobre la estructura y estado fisico de la bicapa lipidica
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de la membrana influye también sobre la movilidad y conformacion de las
proteinas ancladas en ella, modificando la actividad de canales idnicos,
receptores y enzimas (Rooney et al, 1984; Yeagle, 1989; Ohvo-Rekila et al,
2002), lo que puede afectar de un modo determinante al funcionamiento
(Yeagle, 1985; Yeagle, 1989; London y Brown, 2000) y a la morfologia celular
(Pessina et al, 1981; Lépez-Revuelta et al, 2007), alterando en ciertos casos su
estabilidad isotdénica (Cooper et al, 1975; Ldpez-Revuelta et al, 2005; Lépez-
Revuelta et al, 2007).

Con el presente estudio se trata de conocer la influencia que los
contenidos de colesterol en las membranas ejercen sobre la capacidad
protectora de los antioxidantes frente al dafno oxidativo celular. Con el fin de
elegir los antioxidantes que muestran un alto grado de proteccidon en nuestro
modelo experimental, y utilizarlos en el desarrollo posterior del estudio, se ha
realizado una seleccién preliminar a partir de un grupo de compuestos descritos
como antioxidantes, efectuandose la citada seleccién en base a la capacidad de
dichos compuestos para bloquear la generacion de TBARS en eritrocitos
controles oxidados con tBHP 2 mM. El acido tanico muestra el maximo poder de
proteccion (~90%), seguido de los compuestos fendlicos BHA, BHT vy
quercetina, que muestran grados de proteccién similares (~85%). La rutina,
junto con el acido ascorbico, aportan porcentajes de proteccion alrededor del
65%. Altas concentraciones de ascorbato pueden reducir los radicales peroxilo
a hidroperdxidos en la superficie de las membranas celulares, y por tanto,
interferir en las reacciones en cadena de la peroxidacion (Halliwell y Gutteridge,
1999). En nuestro caso, ni el a-tocoferol, ni el manitol, muestran practicamente
capacidad antioxidante, posiblemente porque la peroxidacién inducida en
nuestro estudio esta provocada por radicales butoxilo, y el a-tocoferol muestra
baja proteccion frente a las peroxidaciones lipidicas inducidas por radicales
alcoxilo (Martin et al, 2001). El manitol produce un secuestro especifico de
radicales hidroxilo (Souza-Santos et al, 2001), de lo que se deduce que nuestro
sistema oxidativo, que contiene mayoritariamente radicales butoxilo, carece
practicamente de radicales hidroxilo. Las hormonas esteroides B-estradiol y
dehidroandrosterona 3-sulfato (DHEAS), analogas estructurales del colesterol,
no aportan proteccion en el caso del DHEAS (0%), y solamente un 50% con el
B—estradiol, a pesar de que a ambos compuestos se les atribuye la capacidad
de interrumpir las reacciones en cadena de los procesos peroxidativos, asi como
quelar los iones metalicos en otros modelos experimentales (Martinez et al,
2002; van Rensburg et al, 2000). El colesterol también se ha descrito como un
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compuesto capaz de bloquear los procesos oxidativos (Smith, 1996). Sin
embargo, nosotros hemos observado que los contenidos de TBARS en los
eritrocitos controles oxidados con tBHP en presencia (relacion molar
oxidante:colesterol, 2:1) y en ausencia del esterol son similares (datos no
mostrados), de lo que se deduce que el colesterol en nuestro caso no puede
considerarse como un compuesto antioxidante. La enzima glutation peroxidasa
protege parcialmente al eritrocito del proceso oxidativo, con una efectividad
superior a la catalasa, dado que la primera es capaz de descomponer el
oxidante (tBHP), asi como los perdxidos generados en el proceso en un medio
dependiente de GSH, mientras que la segunda descompone exclusivamente el
H,0, en agua y oxigeno. El resto de los compuestos ensayados (astaxantina,
deferoxamina y N-acetil-cisteina) muestran escasa actividad protectora.

De los datos anteriormente expuestos se deduce que los compuestos
fendlicos son los que mayor proteccién otorgan frente al estrés oxidativo en
nuestro modelo experimental. Por ello, se ha elegido el flavonoide quercetina
como antioxidante para llevar a cabo el estudio aqui proyectado, dado su
elevado poder antioxidante, ademas de tratarse de un compuesto natural
abundante en frutas y verduras, que se ingiere en cantidades elevadas a través
de la dieta. El estudio se ha completado con un analisis paralelo llevado a cabo
con la rutina, un antioxidante que presenta analogias estructurales con la
quercetina, de la que difiere solamente porque la rutina carece del grupo
hidroxilo libre en posiciéon 3 del anillo C, bloqueado por la presencia de un resto
rutdsido, lo que confiere a ambos antioxidantes distintas propiedades
fiscoquimicas, con diferentes potenciales redox, y por tanto, efectos protectores
distintos frente al estrés oxidativo (Halliwell y Gutteridge, 1999).

1. Efecto de la incorporacion de los antioxidantes quercetina
y rutina en la estructura-funcion de los eritrocitos con
diferentes contenidos de colesterol

La modificacién de los contenidos de colesterol en la membrana
eritrocitaria se ha llevado a cabo por tratamiento de los eritrocitos con
dispersiones de colesterol en polivinilpirrolidona (PVP), lo cual provoca el
enriquecimiento en colesterol, mientras que el empobrecimiento del esterol se
produjo mediante tratamiento de los eritrocitos con B-ciclodextrinas. Ambos
tratamientos producen baja hemolisis en el eritrocito (<5%), con minimas
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alteraciones estructurales y funcionales. El secuestro de colesterol provoca un
incremento en la fluidez de la membrana eritrocitaria, mientras que el
enriquecimiento produce el efecto contrario, descenso de su fluidez. Los
tratamientos para el secuestro y el enriquecimiento de colesterol provocan en
ambos casos una minima exteriorizacion de los aminofosfolipidos en la
superficie del eritrocito, mas pronunciada en los eritrocitos pobres en colesterol,
acompafada de un incremento en su fagocitosis, con pérdidas de su actividad
basal aminofosfolipido translocasica y alteraciones en su morfologia (Lépez-
Revuelta et al, 2005; Lépez-Revuelta et al, 2007).

La incubacion de los diferentes tipos de eritrocitos con los antioxidantes
quercetina o rutina en ausencia de oxidacion y en idénticas condiciones a las
empleadas durante los procesos oxidativos, provoca una hemodlisis similar a la
detectada en los procesos de modificacion de los contenidos de colesterol
(<5%), detectandose porcentajes de viabilidad celular superiores al 98%, sin
que se modifique sensiblemente la estabilidad isoténica del eritrocito. Tampoco
se alteran los contenidos de hemoglobina y GSH, ni cambia sensiblemente la
composicion lipidica del eritrocito. Sin embargo, se producen minimas
alteraciones en el estado fisico de la membrana, con variaciones en la asimetria
lipidica y en la morfologia eritrocitaria, como consecuencia de la incorporacion
al eritrocito de los antioxidantes, que comentamos a continuacion.

El efecto de la incorporacion de los antioxidantes sobre el estado fisico
de la membrana eritrocitaria ha sido analizado mediante estudios de
polarizaciéon de fluorescencia con las sondas DPH y TMA-DPH, incorporadas a
los diferentes tipos de eritrocitos. Se han determinado los valores de anisotropia
de fluorescencia (rs) en estado estacionario que muestran dichas sondas. El
DPH se localiza en el nlcleo hidrofébico de la membrana, tanto en fases de gel
como en estados liquido-cristal, interaccionando con las cadenas acilicas de los
lipidos (Lentz, 1989; Wang et al, 1991), aportando por tanto informacién sobre
el estado fisico de esta zona de la bicapa. Mientras que su derivado catidnico
TMA-DPH se sitlia preferentemente en las regiones periféricas de la membrana,
interaccionando con las cabezas polares de los fosfolipidos anidnicos
(Prendergast et al, 1981; Kaiser y London, 1998). El aumento de temperatura
en el entorno provoca siempre descensos lineales en los valores de anisotropia
de fluorescencia de ambas sondas, independientemente del tipo de eritrocitos
y/o agente incorporado, lo que se interpreta como una fluidificacién de la
membrana por incremento de la temperatura, tanto en su regién central como
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en su parte periférica. En todos los casos, los valores de anisotropia de
fluorescencia que muestra el DPH son siempre inferiores a los que presenta el
TMA-DPH, como consecuencia de la localizacion de las sondas en zonas de la
membrana con diferente estado fisico. EIl TMA-DPH se sitUa en zonas mas
rigidas de la bicapa lipidica que el DPH, como es la superficie celular, lo que
provoca un menor desplazamiento del fluoréforo, y por tanto, un aumento de
los valores de rs del TMA-DPH en todos los casos. La adicién de los flavonoides
solamente provoca alteraciones en el estado fisico de la membrana en los
eritrocitos controles y ricos en colesterol. La quercetina, molécula de caracter
hidrofébico, incrementa los valores de rs del DPH, sin que modifique los valores
de rs del TMA-DPH. Estos datos indican que el antioxidante se incorpora
preferentemente en la region hidrofobica de la membrana, provocando una
disminucion en la fluidez de esta region de la bicapa. En cambio, la rutina, de
caracter preferentemente hidrofilico, solamente produce descensos en los
valores de rs del TMA-DPH en los mismos eritrocitos, o que se asocia con una
localizacién mayoritaria del antioxidante en la superficie de la membrana, donde
provoca una fluidificacidon de la zona. Diversos estudios han puesto de
manifiesto también en otros tipos de membranas que los antioxidantes de
caracter hidrofébico se localizan en el centro de la bicapa lipidica de las
membranas, mientras que los antioxidantes de naturaleza hidrofilica ocupan la
superficie de dichas membranas, en interaccion directa con su entorno acuoso
(Saija et al, 1995b; Arora et al, 2000; Moridani et al, 2003; Dorta et al, 2005;
Hendrich, 2006). En cambio, tanto la rutina como la quercetina parecen
anclarse escasamente en las membranas de los eritrocitos pobres en colesterol,
ya que dichos antioxidantes practicamente no modifican los valores de rs del
DPH y del TMA-DPH. Los descensos de colesterol en la membrana eritrocitaria
podrian reducir drasticamente el volumen de la fase hidrofébica de su bicapa
lipidica, lo que ocasionaria un descenso apreciable en el anclaje del
antioxidante.

La localizacion del antioxidante en la membrana viene impuesta
fundamentalmente por sus caracteristicas fisicoquimicas, las cuales dependen
del pH del medio, influyendo en dicha distribucion también la composicién de la
membrana y su estado fisico (Hendrich, 2006). De hecho, el grupo de
Pawlikowska-Pawlega describe una localizacion preferente de la quercetina a pH
fisiologico en la interfase lipido-acuosa de las bicapas lipidicas en liposomas
(Wéjtowicz et al, 1996; Pawlikowska-Pawlega et al, 2007) y en membranas de
eritrocitos humanos (Pawlikowska-Pawlega et al, 2003), provocando Ia

167



Capitulo V Discusion

incorporacion del antioxidante un aumento en la fluidez de dicha region de la
bicapa, sin que se aprecien cambios significativos en su region hidrofébica. Sin
embargo, en una linea celular de fibroblastos humanos, la quercetina muestra
una amplia compartimentacién subcelular (Pawlikowska-Pawlega et al, 2007), lo
que demuestra el gran poder de penetracion de este antioxidante en
determinadas circunstancias. La accion de los polifenoles sobre la fluidez de la
bicapa lipidica recuerda al efecto que ejerce el colesterol en la membrana, el
cual actia como una molécula estabilizadora de la bicapa lipidica, aumentando
o disminuyendo la rigidez de la membrana en funcién de la temperatura de
transicion de dicha bicapa lipidica (Hendrich, 2006).

Por lo que respecta a la distribucién asimétrica de la PE en la membrana
eritrocitaria, la incorporacion de quercetina y rutina no provoca cambios en su
distribucion en los diferentes tipos de eritrocitos, como indican los estudios
llevados a cabo mediante hidrdlisis con fosfolipasa A..

En los eritrocitos controles tratados con ambos antioxidantes no se ha
detectado exteriorizacion de la PS en los estudios con citometria de flujo, a
través del marcaje con anexina V-FITC, lo que concuerda plenamente con la
ausencia de cambios observados en la actividad APLT en presencia de
quercetina en dichos eritrocitos. Sin embargo, la rutina provoca un incremento
de dicha actividad enzimatica en los diferentes tipos de eritrocitos, lo que
afianzara la localizacion de los aminofosfolipidos en la cara interna de la
membrana eritrocitaria. La enzima APLT es responsable de la interiorizacion de
los aminofosfolipidos, principalmente de la PS, de forma que la pérdida de su
actividad provoca la exteriorizacion de PS en los eritrocitos oxidados (Mandal et
al, 2002; Banerjee y Kuypers, 2004; Lopez-Revuelta et al, 2007) y células
apoptdticas (Tyurina et al, 2004a; Tyurina et al, 2004b). A pesar de la no
exteriorizacién de PS observada en los eritrocitos controles tratados con ambos
antioxidantes, sin embargo se aprecia un incremento significativo de Ia
fagocitosis en estos eritrocitos (~ 7 veces en presencia de quercetina y 4 veces
en presencia de rutina), lo que podria justificarse en el caso de la quercetina
por el incremento en el nimero de eritrocitos morfolégicamente alterados.
Cambios similares se han puesto también de manifiesto en eritrocitos humanos,
dénde se describe que la quercetina se une a las proteinas del citoesqueleto,
modificando asi la forma del eritrocito (Pawlikowska-Pawlega et al, 2003). Otras
sefiales de reconocimiento podrian ser responsables de la eritrofagocitosis
observada en estos eritrocitos en presencia de los antioxidantes, tales como un
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posible descenso en su deformacion, a la vista de las alteraciones fisicas que
experimenta la membrana, como hemos comentado anteriormente, o bien la
aparicion de determinados componentes en la superficie eritrocitaria, como
restos B-galactosilados, banda 3 modificada, etc. (Bartosz, 1990; Kuypers y de
Jong, 2004).

Los eritrocitos modificados en sus contenidos de colesterol no
experimentan alteraciones en la exteriorizacién de PS mediante citometria de
flujo en presencia de quercetina, proceso que va asociado al no aumento de la
fagocitosis que muestran estos eritrocitos. La enzima APLT muestra cambios en
su actividad que parecen ser insuficientes para modificar la asimetria
aminofosfolipidica en la membrana. En cambio, la rutina provoca incrementos
en la exteriorizacion de PS tanto en los eritrocitos ricos (concentraciones 0.5
mM de antioxidante) como en los eritrocitos pobres en colesterol (concentracion
0.25 mM de antioxidante), sin que ello implique un incremento en la fagocitosis
eritrocitaria, lo que se interpreta como una sefial de PS insuficiente para ser
reconocida por los macréfagos. El tratamiento con rutina produce incrementos
en la actividad APLT en todos los eritrocitos, que paraddjicamente va asociado
con un aumento en la exteriorizacion de PS en los eritrocitos modificados. Ello
podria ser debido a una activacion de las escramblasas, enzimas que inducen la
distribucién bidireccional de los lipidos a favor de gradiente de concentracion,
como se ha puesto de manifiesto en lineas celulares promielociticas humanas
NB4 tratadas con wogonina, donde se observa una exteriorizacion de PS que no
puede ser contrarrestada por el incremento de actividad de la APLT (Zhang et
al, 2008).

Por lo que respecta a la morfologia de los eritrocitos modificados, los
eritrocitos pobres en colesterol no experimentan cambios en presencia de
ambos antioxidantes, mientras que si se producen alteraciones morfoldgicas en
los eritrocitos ricos en colesterol, aunque en ningun caso dichas alteraciones
morfoldgicas van acompanadas de un aumento de la fagocitosis.

En conclusién, nuestros estudios demuestran que aunque la viabilidad
celular siempre se mantiene alrededor del 98% en los diferentes tipos de
eritrocitos no oxidados tratados con los antioxidante, los eritrocitos controles
son los que muestran mayor alteracion estructural, dado que sufren un
aumento en su fagocitosis, que no manifiestan los eritrocitos modificados, asi
como cambios fisicos en su membrana. Ello podria ser debido a que los
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eritrocitos modificados pueden incorporan menores cantidades de antioxidante
como consecuencia de las alteraciones en la composicion y estado fisico de su
membrana, especialmente en los eritrocitos pobres en colesterol, que
precisamente son los que muestran menos alteraciones ante la incorporaciéon de
los antioxidantes.

2. Efecto protector de los antioxidantes frente al dafio
oxidativo inducido por el tBHP en eritrocitos controles y
modificados en colesterol

Estudios recientemente llevados a cabo en nuestro laboratorio han
puesto de manifiesto que la modificacion de los contenidos de colesterol en el
eritrocito estimula la oxidacion inducida por especies de oxigeno reactivas
(ROS), lo que provoca un incremento del dafio oxidativo celular, con oxidacion
casi completa de la hemoglobina y del glutation reducido, desestabilizando la
bicapa lipidica por pérdidas de lipidos, especialmente en los eritrocitos pobres
en colesterol. También se observan alteraciones en la fluidez de la membrana,
con incrementos en la hemolisis y descenso en la estabilidad isotdénica de los
eritrocitos modificados (LOpez-Revuelta et al, 2005). Los analisis sobre la
distribucion asimétrica de los fosfolipidos muestran un incremento en la
exteriorizacion de fosfatidilserina en la membrana del eritrocito oxidado, lo que
se correlaciona con aumentos en su fagocitosis e incrementos de las formas
espiculadas, asociado todo ello con una pérdida de la actividad aminofosfolipido
translocasica, que esta en relacién directa con el grado de estrés oxidativo que
manifiesta el eritrocito (LOpez-Revuelta et al, 2007). El incremento de colesterol
en las membranas genera sistemas menos fluidos, en los que es posible
observar microdominios que son mas propensos a la peroxidacion lipidica
(McLean y Hagaman, 1992; Denisova et al, 2001). El empobrecimiento en
colesterol produce también cambios estructurales en la célula, y una
fluidificacion de las bicapas lipidicas que favorecen la propagacién de los
radicales libres (McLean y Hagaman, 1992; Parasassi et al, 1995). La
fosfatidilserina exteriorizada en la superficie del eritrocito como consecuencia de
la modificacion de sus contenidos de colesterol puede captar iones metalicos a
través de su carga negativa, los cudles pueden catalizar la descomposicion de
los perdxidos, ocasionando un incremento de los procesos oxidativos celulares
(Tadolini et al, 1992; Gal et al, 2003).
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Analisis preliminares llevados a cabo en nuestro estudio indican que un
gradiente creciente en la concentracién de tBHP genera un aumento progresivo
de ROS tanto en los eritrocitos controles como en los modificados,
alcanzandose la maxima produccion a concentraciones de oxidante 2 mM. Los
antioxidantes quercetina y rutina bloquean en diferente grado la produccién de
ROS en funcion del tipo de eritrocito, asi como de las concentraciones de
oxidante y antioxidante, observandose en todos los casos la maxima proteccion
(>65%) a relaciones molares antioxidante:oxidante 1:2.

La quercetina aporta siempre mayor poder de proteccion que la rutina
frente al estrés oxidativo en los diferentes tipos de eritrocitos, como se deduce
de los valores de ICso determinados. La quercetina muestra una proteccion de
3-4 veces superior a la rutina frente a la produccion de ROS, y alrededor de 3
veces superior frente a la generacion de TBARS. Este mayor poder antioxidante
de la quercetina ha sido también descrito en eritrocitos procedentes de
pacientes con anemia falciforme (Cesquini et al, 2003), en células HepG2
expuestas a tBHP (Alia et al, 2006a; Alia et al, 2006b), asi como en las
membranas de eritrocitos de cabra tratadas con Cu®*/ascorbato (Chaudhuri et
al, 2007). Efectos protectores frente al estrés oxidativo de varios flavonoides,
incluida la quercetina, han sido también observados en células Fao tratadas con
H,0, (Roig et al, 2002), en células de la retina expuestas a ascorbato/Fe*?
(Areias et al, 2001) y en liposomas irradiados con luz ultravioleta (Gabrielska et
al, 2006). El mayor poder antioxidante de la quercetina puede residir en: i) su
mayor facilidad para incorporarse a la membrana (Kaneko et al, 1994; Saija et
al, 1995a; Saija et al, 1995b; Moridani et al, 2003; Cesquini et al, 2003), lo que
permite a la quercetina captar radicales libres situados en diferentes puntos de
la bicapa lipidica; ii) su alta capacidad para captar iones metalicos a través del
grupo orto-dihidroxifendlico y su poder para donar atomos de hidrégeno a los
radicales alcoxilo y peroxilo, rompiendo asi las reacciones de oxidacién en
cadena (Rice-Evans et al, 1996; Cao et al, 1997; Lien et al, 1999). Su glucésido
rutina, que se situa principalmente en la interfase lipido-agua, es menos
reactivo que la quercetina debido a la presencia de un disacarido que bloquea
el grupo 3-OH de la molécula de hidroxiflavona (Saija et al, 1995b; Rice-Evans
et al, 1996; Cesquini et al, 2003), y requerira, por lo tanto, concentraciones
mayores que la quercetina para aportar una proteccion similar frente al estrés
oxidativo.
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La modificacion de los contenidos de colesterol en la membrana no altera
la mayor actividad antioxidante que muestra la quercetina con respecto a la
rutina, pero si modifica el grado de eficacia que aporta cada uno de estos
antioxidantes. De forma tal, que el empobrecimiento en colesterol reduce la
proteccidon que otorgan los antioxidantes a los eritrocitos, observandose que la
formacion de TBARS en los eritrocitos pobres oxidados es significativamente
menos bloqueada que en los controles, tanto en presencia de quercetina
(p<0.01) como de rutina (p<0.05). Asi mismo se observan valores superiores
de ICsp en ambos antioxidantes en los eritrocitos pobres (3 veces en la
proteccion frente a ROS y ~2 veces en la proteccion frente a TBARS) con
respecto a los eritrocitos controles. Estas diferencias de comportamiento
podrian ser debidas principalmente a los bajos niveles de flavonoide que
pueden contener las membranas de eritrocitos pobres en colesterol, como
consecuencia de la reduccidn del volumen hidrofdbico que experimenta la
membrana durante el secuestro de colesterol. No se descarta también que la
mayor facilidad de propagacion y produccién de ROS que se produce en los
eritrocitos pobres en colesterol, como consecuencia de la desestabilizacion que
sufre su membrana durante el secuestro del esterol, podria requerir un aporte
mayor de antioxidante para lograr grados similares de proteccién. Incluso, las
variaciones que experimenta el entorno del antioxidante por modificacion de los
contenidos de colesterol pueden también alterar el potencial redox del
flavonoide, lo que ocasionara cambios en su actividad antioxidante.

La quercetina y la rutina en determinadas circunstancias presentan
también poder oxidante. Asi, la quercetina en un intervalo de concentracion 13-
1uM, con bajas concentraciones de oxidante (0.2 mM tBHP), incrementa la
produccién de ROS de forma progresiva en los eritrocitos ricos en colesterol. Lo
mismo sucede en los eritrocitos controles, donde tanto la quercetina como la
rutina a concentraciones 1 y 2 uM, en presencia de 0.2 mM de tBHP, muestran
también accién pro-oxidante. Este poder pro-oxidante que poseen los
flavonoides se asocia con la presencia en su molécula de un grupo catecol, el
cual puede auto-oxidarse en presencia de metales de transicion,
transformandose la molécula a bajas concentraciones de antioxidante en una
forma mayoritariamente oxidante, lo que provoca un aumento en los niveles de
ROS. Este efecto pro-oxidante solo es apreciable a bajas concentraciones de
flavonoides, en cuyas condiciones hay predomino de los iones metalicos,
produciéndose en tales circunstancias un descenso ostensible del potencial
redox del complejo flavonoide-metal, que sera el responsable de inducir la
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oxidacion (Cao et al, 1997; Galati y O’brien, 2004; Teixeira et al, 2005). En
nuestro caso, la presencia del Fe*? procedente del grupo hemo puede acelerar
el efecto pro-oxidante del flavonoide, especialmente en el caso de la
quercetina, dado el alto poder quelante de dicha molécula, que es superior al
de la rutina (Galati y O’brien, 2004; Teixeira et al, 2005).

La casi total oxidacién de la hemoglobina y el 70% de disminucion del
GSH causados por el tBHP en los tres tipos de eritrocitos analizados (Lopez-
Revuelta et al, 2005), son parcialmente inhibidos por ambos antioxidantes.
Quercetina y rutina aportan porcentajes de proteccion similares en la oxidacion
de la hemoglobina (30%) y del GSH (66-70%), tanto en los eritrocitos controles
como en los eritrocitos enriquecidos en colesterol. Sin embargo, en los
eritrocitos pobres en colesterol, la rutina aporta una proteccion alrededor de 1,5
veces superior a la quercetina, inhibiendo en un 50-60% la oxidacion de la
hemoglobina y en un 100% la pérdida de GSH. Estos resultados indican que el
empobrecimiento en colesterol de los eritrocitos cambia el estado de oxidacion
intracelular después de la induccion del estrés oxidativo en presencia de los
antioxidantes, incrementandose con la quercetina y disminuyendo con la rutina.
Estas observaciones estan en consonancia con estudios precedentes, en los que
se observa que la quercetina causa descensos en la concentracion de GSH en
diferentes sistemas tras la induccidon del estrés oxidativo (Metodiewa et al,
1999; Awad et al, 2001; Choi et al, 2003; Boots et al, 2003). Estas pérdidas de
GSH en presencia de quercetina en los eritrocitos pobres en colesterol pueden
explicarse, en parte, por la inhibicion de la glutatién reductasa que se produce
durante el proceso oxidativo, enzima que es responsable de la regeneracion del
GSH producida a partir de su forma oxidada (Roig et al, 2002; Choi et al, 2003).
Los descensos en los niveles de GSH podrian también ser debidos a la
formacion de glutationilquercetin derivados, como se ha puesto de manifiesto
en otros estudios, donde se observa que la oxidacidon de la quercetina da lugar
a una orto-quinona con cuatro formas tautoméricas dotadas de actividad pro-
oxidante a través de sus radicales fenoxilo, los cudles reaccionan con el GSH
produciendo su disminucidon, como consecuencia de la formacion de los
derivados mencionados (Awad et al, 2001; Boots et al, 2003). El mayor poder
protector de la rutina frente a la oxidacidon del GSH en los eritrocitos pobres en
colesterol puede residir en que su oxidacién, como en el caso de la quercetina,
previene el proceso oxidativo, pero en este casos se genera una forma oxidada
que no parece reaccionar con el GSH. Los mayores contenidos de GSH y de
hemoglobina en los eritrocitos pobres en colesterol oxidados en presencia de
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ambos antioxidantes sugieren una localizacién mayoritaria de los flavonoides en
su citoplasma celular, en detrimento de su incorporacién a la membrana.

El proceso oxidativo llevado a cabo por el tBHP provoca también perdidas
significativas de colesterol (24-60%) y de fosfolipidos totales (25-45%) en los
distintos grupos de eritrocitos, principalmente en los eritrocitos pobres en
colesterol (Lopez-Revuelta et al, 2005). Las pérdidas de colesterol son
blogueadas por ambos antioxidantes, con mayor eficacia en los eritrocitos
controles (70-75%) que en los modificados (50-55%). La proteccién otorgada
por los antioxidantes frente a la pérdida de fosfolipidos totales en los diferentes
grupos de eritrocitos oxidados oscila alrededor del 64-73%. Aunque el grado de
proteccion otorgado por ambos antioxidantes es muy similar frente a las
pérdidas de los diferentes tipos de lipidos en cada grupo de eritrocitos, la
quercetina tiende a aporta una proteccion algo superior a la rutina en los
eritrocitos controles, mientras que en los eritrocitos modificados es la rutina la
mas eficiente en dicha proteccion.

Las pérdidas de fosfolipidos se circunscriben a un descenso de los
contenido de PE, preferentemente, seguido de la pérdida de PC en todos los
grupos de eritrocitos oxidados, detectandose también descensos en los
contenidos de PS+PI solamente en los eritrocitos pobres en colesterol (Lopez-
Revuelta et al, 2005). La PC y el PA son los fosfolipidos mejor protegidos (70-
90%) por ambos antioxidante frente a las pérdidas ocasionadas por el dano
oxidativo, seguido de la PE, con protecciones cercanas al 60%. En general, la
tendencia de proteccién que aporta cada antioxidante en las diferentes clases
de fosfolipidos sigue la pauta marcada en los fosfolipidos totales.

El perfil de acidos grasos de los lipidos totales solo sufre cambios
significativos tras el proceso oxidativo en los eritrocitos modificados, con
descensos significativos en los porcentajes de acido linoleico (18:2, n-6) y acido
araquidénico (20:4, n-6) (Lopez-Revuelta et al, 2005). La presencia de
quercetina o rutina en el medio de oxidacion evita las pérdidas de los citados
acidos grasos en los eritrocitos pobres en colesterol, consiguiéndose una
proteccion total. Sin embargo, en los eritrocitos ricos en colesterol la quercetina
es mejor protector (100% del 18:2 y 38% del 20:4) que la rutina (69% del
18:2 y 0% del 20:4), siendo el acido linoleico el mejor preservado por ambos
antioxidantes. Las protecciones observadas frente a las pérdidas de lipidos y
acidos grasos en los diferentes tipos de eritrocitos oxidados concuerdan con la
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inhibicion que experimentan los procesos oxidativos (descensos de formacion
de ROS y TBARS) en presencia de ambos antioxidantes. El descenso de
radicales libres en el medio de oxidacién por la presencia del antioxidante
conllevara una disminucién del proceso oxidativo, y por tanto, una disminucién
en la pérdida y oxidacidn de lipidos eritrocitarios. Diversos estudios han puesto
de manifiesto que los polifenoles son capaces de prevenir la oxidacion de lipidos
y acidos grasos poliinsaturados inducida en lipoproteinas de baja densidad
(LDL) (Frémont et al, 1999) y en membranas celulares de rata (Frémont et al,
2000). Las pérdidas de lipidos se asocian con procesos de vesiculacién que
tienen lugar en la célula durante el proceso oxidativo, como consecuencia de la
reorganizacion que experimenta el citoesqueleto, liberandose microparticulas
que contienen parte de los componentes de la membrana (Martin-Valmaseda et
al, 1998; Chen et al, 2000). La presencia de antioxidantes evita parcialmente
dicho proceso de vesiculacion, previniendo de este modo la pérdida de lipidos
que se producen en la célula oxidada en ausencia de antioxidante (Chen et al,
2000).

Por lo que respecta al estado fisico de la membrana eritrocitaria, la
oxidacién inducida por tBHP solamente altera la fluidez de la membrana en los
eritrocitos controles, como se deduce de los estudios de anisotropia de
fluorescencia llevados a cabo con DPH y TMA-DPH. Dichas membranas
muestran descensos significativos exclusivamente en los valores de rs del TMA-
DPH, asociandose dichos cambios con un incremento en la fluidez de la
superficie de estas membranas (LOpez-Revuelta et al, 2005). La adicién de
quercetina o rutina al medio de oxidacion impide que se altere la fluidez de la
membrana en los eritrocitos controles oxidados, ya que los valores de rs del
TMA-DPH que muestran dichas membranas son practicamente idénticos a los
detectados en las membranas de eritrocitos controles no oxidados tratados con
el antioxidante. Las procianidinas también aportan proteccion frente a los
cambios fisicos que experimentan las membranas de eritrocitos irradiados con
luz ultravioleta (Carini et al, 2000), asi como la catequina libre o el té negro,
que restituyen los valores basales de microviscosidad en los eritrocitos humanos
oxidados (Halder y Bhaduri, 1998). La situacion del flavonoide en la membrana
marca el modo de prevencidon del proceso oxidativos. Los flavonoides que se
sittan en la regién hidrofébica de la membrana, provocando un descenso
significativo en la fluidez de dicha regidn, como sucede con la quercetina, lo
que dificultara la difusion de los radicales libres en la célula, bloqueando asi el
proceso oxidativo (Arora et al, 2000; Saija et al, 1995b). Mientras que los
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flavonoides que se situan en la superficie de la membrana, como la rutina,
pueden interaccionar con los radicales libres y otros tipos de moléculas,
impidiendo de este modo la entrada de dichos radicales al interior de la célula
(Saija et al, 1995b; Verstraeten et al, 2003).

El mantenimiento de la asimetria de la bicapa lipidica de la membrana
eritrocitaria, con localizacién preferente de los aminofosfolipidos en la
monocapa, es imprescindible para el correcto funcionamiento del eritrocito
(Schroit y Zwaal, 1991; Balasubramanian y Schroit, 2003). Esta disposicion
asimétrica se ve alterada por el dafo oxidativo inducido mediante el
tratamiento de los eritrocitos controles y modificados con tBHP, produciéndose
en todos los casos un incremento en la exteriorizacion de los aminofosfolipidos
en la membrana eritrocitaria, acompanado de una inactivacién de la APLT,
especialmente en los eritrocitos pobres en colesterol (Lépez-Revuelta et al,
2007). En el presente estudio se ha analizado el papel desempefado por los
antioxidantes en la preservacion de la asimetria aminofosfolipidica basal en los
diferentes tipos de eritrocitos tras el proceso oxidativo. Los analisis se han
llevado a cabo mediante hidrdlisis enzimatica con fosfolipasa A,, técnicas de
citometria de flujo basadas en el empleo de anexina-V-FITC, y estudios de
eritrofagocitosis, procedimientos todos ellos utilizados y ampliamente
contrastados en estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio (Lopez-
Revuelta, 2007). El método enzimatico permite conocer la distribucion que
adoptan los aminofosfolipidos en la membrana eritrocitaria (Roelofsen y Op den
Kamp, 1988; Dumaswala et al, 1996), mientras que con los estudios de
citometria de flujo, que es una técnica muy sensible, Unicamente permite
cuantificar las células que han exteriorizado la PS en la cara externa de la
membrana. La anexina-V es una proteina que se une a la PS situada en la
superficie de la membrana en presencia de Ca*?, y su marcaje con el fluoréforo
FITC permite, mediante citometria de flujo, cuantificar las poblaciones celulares
que exteriorizan la PS (Kuypers et al, 1996; Kagan et al, 2002; Mandal et al,
2002). Diversas investigaciones también han demostrado que la presencia de la
PS en la superficie celular constituye una de las principales senales de
reconocimiento para la fagocitosis celular por parte de los macréfagos en
células apoptoticas (FadoK et al, 1992; Kagan et al, 2002) y en los eritrocitos
(Schroit et al, 1985; Kuypers y de Jong, 2004), eliminando mediante dicho
proceso las células no viables. De hecho se ha demostrado que existe
correlacion entre la exteriorizacién de PS en la superficie celular y el aumento
de fagocitosis que experimenta la célula (Lépez-Revuelta et al, 2007).
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En los eritrocitos controles oxidados, la presencia de ambos
antioxidantes en el medio bloquea de forma total la exteriorizaciéon de PE
(100% de proteccidon), como demuestran nuestros estudios enzimaticos
efectuados con fosfolipasa A;. Los analisis realizados con la citometria de flujo
muestran que ambos antioxidantes aportan una proteccion casi total (~90%)
frente a la exteriorizacion de PS producida durante el proceso oxidativo. Los
porcentajes de fagocitosis (~30%) que presentan los eritrocitos controles
oxidados son superiores a lo esperado a la vista del grado de exteriorizacion de
la PS. La eritrofagocitosis observada podria ser en parte imputable a las
elevadas alteraciones morfolégicas (60%) que muestran dichos eritrocitos.
Dicha fagocitosis podria también atribuirse a la presencia de otras sefiales de
reconocimiento, siendo escasamente imputable a los bajos porcentajes de PS
exteriorizada.

La salida de la PS hacia la cara externa de la membrana plasmatica se
produce a través de la inhibicion de la APLT, asociado a la activacion simultanea
de escramblasas lipidicas dependientes de Ca*? (Bevers et al, 1999; Zwaal et al,
2005; Smrz et al, 2008). Los procesos oxidativos provocan la activacién de
caspasas (Tyurina et al, 2004a; Tyurina et al, 2004b), que ocasionan la
inhibicién de la APLT por protedlisis (Mandal et al, 2002; Mandal et al, 2005) e
incremento de calcio intracelular (Beleznay et al, 1997; Zwaal et al, 2005). En
cambio, se activan las escramblasas por aumento de la concentracién de
ceramida y/o del calcio citosdlico, lo que ocasiona la salida de PS hacia la cara
externa de la membrana plasmatica (Martinez et al, 1999; Lang et al, 2004).
Nuestros estudios experimentales previos han demostrado que la correlacion
existente entre la pérdida de actividad APLT vy el incremento de tBHP provoca
también aumento de la salida de PS hacia la superficie de los eritrocitos
controles y modificados, especialmente en los eritrocitos pobres en colesterol
(Lopez-Revuelta et al, 2007). En el presente estudio se demuestra que los
antioxidantes no impiden la pérdida de actividad que sufre la enzima APLT en
los tres tipos de eritrocitos oxidados, debido posiblemente a la presencia de
ROS vy otros productos de la oxidacidén. Dichos compuestos estaran presentes
en el medio a bajas concentraciones, ya que la proteccidn conseguida por los
antioxidantes frente a la formacion de ROS y TBARS no es total. La escasa
exteriorizacion de PS observada en este estudio en los diferentes tipos de
eritrocitos puede deberse a la inhibicidn de las escramblasas-Ca*? dependientes,
como consecuencia de la modificacién de sus grupos sulfhidrilo a través del
proceso oxidativo (de Jong y Kuypers, 2006), o bien por descensos del Ca**
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intracelular que debe producirse al disminuir la concentraciéon de inositol-1,4,5-
trisfosfato ocasionado por inhibicion de la actividad 1-fosfatidilinositol-4-quinasa
en presencia de quercetina (Prajda et al, 1995). Estudios precedentes han
puesto de manifiesto que el quercetin-3-O-galactdsido previene el dano
oxidativo y es capaz de bloquear la activacién de caspasas en una linea celular
de fibroblastos pulmonares tratados con perdxido de hidrogeno, lo que debe
provocar una baja o nula salida de PS hacia la superficie celular (Piao et al,
2007). También se ha comprobado recientemente en timocitos de rata tratados
con agua oxigenada que la quercetina inhibe parcialmente la salida de PS hacia
el exterior de la membrana (Oyama et al, 1999; Sakanashi et al, 2008). Otros
compuestos fendlicos como los acidos cafeico y elagico bloquean también la
exteriorizacion de la PS producida durante el tratamiento de células
mononucleares de sangre periférica con H,0, (Khanduja et al, 2006).

Ambos antioxidantes aportan protecciones similares tanto en la
disposicion que adoptan los aminofosfolipidos en la membrana eritrocitaria,
como en la eritrofagocitosis y los cambios morfoldgicos que experimentan los
eritrocitos controles oxidados.

La modificacion de los contenidos de colesterol en el eritrocito produce
una menor proteccion de los antioxidantes tanto frente a la exteriorizacién de la
PS (78-89%), como frente a la eritrofagocitosis (protecciones del 50% con
quercetina y del 11-30% con rutina). Este menor poder de proteccion
concuerda plenamente con la menor preservacion en la formacién de TBARS y
en las pérdidas de colesterol que experimentan estos eritrocitos en presencia de
ambos antioxidantes, siendo en general la quercetina mejor protector que la
rutina. La alteracidon de la bicapa lipidica de la membrana eritrocitaria que se
produce como consecuencia de la modificacién de los contenidos de colesterol,
conllevan un aumento en la salida de PS, con el consiguiente incremento de la
carga eléctrica negativa (Lopez-Revuelta et al, 2005), lo cual debe restringir la
incorporacién del antioxidante, como se ha puesto de manifiesto en las
membranas de liposomas que contienen PS e incorporan catequinas (Hendrich,
2006; Kajiya et al, 2002). EI menor poder de preservacion que muestran los
antioxidantes frente al dafo oxidativo en los eritrocitos modificados puede ser
consecuencia del aumento de los procesos oxidativos que tienen lugar en este
tipo de eritrocitos, junto con los bajos contenidos de antioxidante y los cambios
de su potencial redox que deben producirse en sus membranas debido a la
alteracion de sus contenidos de colesterol.
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Por lo que respecta a la morfologia, los antioxidantes muestran en
general protecciones menores frente a los cambios morfolégicos en los
eritrocitos modificados oxidados que en los eritrocitos controles, siendo nula la
preservacion que otorgan a los eritrocitos ricos en colesterol. El aumento de
dichas alteraciones justifica los incrementos de fagocitosis que experimentan
estos eritrocitos, dada la baja exteriorizacion de PS producida en todos estos
casos, que es proxima a los valores detectados en los eritrocitos controles
oxidados en presencia de los antioxidantes.

El grado de hemodlisis y la estabilidad isoténica son dos parametros que
se ven afectados de un modo considerable por el dafo oxidativo inducido por el
tBHP. La accion del agente oxidante eleva el grado de hemdlisis hasta
porcentajes de 81-91% en todos los tipos de eritrocitos, mientras que su
estabilidad isotonica desciende hasta el 80-95%. El tratamiento con los
antioxidantes muestra que la quercetina protege mas eficientemente que la
rutina frente al aumento de hemdlisis y el descenso de estabilidad isotdnica,
tanto en los eritrocitos controles y como en los modificados sometidos a
oxidacion. La accion antihemolitica de la quercetina, que es superior a la de sus
glucosidos correspondientes, entre los que se incluye la rutina, ha sido también
descrita en los eritrocitos humanos expuestos a radicales libres (Dai et al,
2006). Asimismo se observa que la estabilidad isotdnica de los eritrocitos
humanos (Bilto y Abdalla, 1998) y de cabra (Chaudhuri et al, 2007) aumenta en
presencia de diferentes flavonoides. Estas protecciones pueden deberse a la
estabilizacion producida en la membrana eritrocitaria por la incorporacion de los
antioxidantes, como demuestran nuestros estudios sobre el estado fisico de la
membrana, donde se observa que la quercetina disminuye la fluidez en la
region hidrofdbica de la membrana, mientras que la rutina transforma la region
superficial en una zona menos rigida. Diversos estudios han puesto de
manifiesto que la incorporacion de los flavonoides en las membranas celulares
provoca cambios profundos en sus caracteristicas fisicas, modificando también
su estructura y permeabilidad (Hendrich, 2006). La presencia de los
antioxidantes impide la formacion y dificulta la difusion de los radicales libres a
través de la membrana, previniendo parcialmente la alteracidon estructural de la
membrana eritrocitaria, asi como su respuesta a los cambios osméticos del
entorno. La integridad celular de los eritrocitos pobres en colesterol es menos
preservada por ambos antioxidantes que en el resto de eritrocitos oxidados,
posiblemente debido a la menor presencia de los flavonoides en las membranas
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pobres en colesterol, o que les hace mas vulnerables al dafio oxidativo, y por
tanto, mas susceptibles a los cambios osmoticos del medio.

En resumen, nuestro estudio demuestra que la quercetina ofrece mejor
proteccion que la rutina frente a la peroxidacion lipidica (TBARS) y la formacion
de ROS inducidos por tBHP, con una inhibicion casi completa de la hemdlisis y
una estabilizacion isotdnica parcial en los diferentes tipos de eritrocitos. Estas
diferencias de comportamiento entre ambos tipos de compuestos residen en la
mayor capacidad antioxidante que muestra la quercetina con respecto a la
rutina, debido a sus caracteristicas estructurales. La quercetina también
incrementa la microviscosidad en la region central de la bicapa lipidica, lo que
puede limitar la penetracion de los radicales libres en la membrana, y por tanto,
bloquear el proceso oxidativo. La rutina protege menos que la quercetina
debido a la presencia de un resto glucosidico en su molécula, el cual dificulta la
difusiéon del compuesto dentro de la membrana, y a su vez bloquea el grupo
hidroxilo de la posicion 3, que cuando se encuentra en estado libre incrementa
el poder antioxidante del flavonoide. Ambos antioxidantes suprimen con una
eficacia similar, aunque con tendencia hacia una proteccién mayor por parte de
la quercetina en la mayoria de los casos, las alteraciones en la fluidez y las
pérdidas de lipidos, asi como la exteriorizacion de la PS producidas por el estrés
oxidativo en los diferentes tipos de eritrocitos, sin que se produzca proteccion
alguna de la actividad APLT. Sin embargo existe baja o nula proteccion de los
antioxidantes frente a la alteracién morfoldgica que sufre el eritrocito oxidado,
lo que se corresponde con la fagocitosis observada. La modificacion de los
contenidos de colesterol en la membrana eritrocitaria resta eficacia en general a
los antioxidantes, posiblemente como consecuencia de su menor acceso a la
membrana, especialmente durante el empobrecimiento en colesterol. El
secuestro de colesterol produce una desestabilizacion de la membrana que
puede ocasionar un descenso en la localizacion de los antioxidantes en la
membrana, accediendo éstos de forma mayoritaria al citosol. Su mayor
presencia en este compartimiento se corresponde con las elevadas protecciones
de GSH y hemoglobina detectadas en los eritrocitos pobres en colesterol
oxidados, especialmente en presencia de rutina.

A la vista de estos resultados pensamos que aquellas patologias donde la
estructura de la membrana celular se encuentre alterada como consecuencia de
cambios en su composicion, la proteccidon otorgada por el antioxidante frente al
dafo oxidativo celular puede verse sensiblemente  disminuida.
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1. La incorporacién de quercetina o rutina en los eritrocitos controles y
modificados no oxidados no altera su estabilidad isotdnica, ni modifica su
composicion lipidica, ni los contenidos de GSH y hemoglobina. Sin
embargo, si provoca ciertos cambios estructurales en su superficie
celular, que parecen mas destacados en los eritrocitos controles, ya que
éstos muestran incrementos en su fagocitosis que no presentan los

eritrocitos modificados.

2. El bloqueo de la generacion de ROS en presencia de ambos
antioxidantes conlleva una proteccion casi total frente a la hemolisis en
los eritrocitos controles y modificados, con preservacién del estado fisico
de su membrana y un bloqueo mayoritario de la exteriorizacion de sus
aminofosfolipidos. El proceso mantiene parcialmente la estabilidad
isotdnica del eritrocito, preservandolo frente a la peroxidacion (formacion
de TBARS), con el consiguiente descenso en la pérdida de lipidos,
acompafado de protecciones parciales frente a la eritrofagocitosis y los

cambios morfoldgicos.

3. La quercetina ofrece mayor proteccion que la rutina frente al estrés
oxidativo (formacién de ROS y peroxidacion) y la pérdida de integridad
celular (hemolisis y estabilidad isotdnica) en los tres grupos de eritrocitos
oxidados, como consecuencia de su mayor capacidad antioxidante y su

localizacion mayoritaria en la membrana.

4. La rutina aporta un efecto protector significativamente mayor que la
quercetina frente a la oxidacién de hemoglobina y GSH solamente en los
eritrocitos pobres en colesterol, posiblemente como consecuencia de una
distribucion preferente de los antioxidantes en el citosol en este tipo de
eritrocitos, asociado a la mayor reactividad de los derivados de
quercetina en este compartimiento. Sin embargo, en los eritrocitos

controles y ricos en colesterol oxidados, sus contenidos de GSH vy
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hemoglobina son preservados con similar eficacia por ambos

antioxidantes.

5. La modificaciéon de los contenidos de colesterol en la membrana
eritrocitaria provoca una disminucién de la proteccion que aportan
ambos antioxidantes frente a las alteraciones estructurales y de
integridad celular que se manifiestan en el eritrocito oxidado. El
secuestro de colesterol acentia dicho descenso, ya que produce cambios
estructurales vy fisicos en la membrana eritrocitaria, que deben ocasionar
una disminucidon en la localizacion de los antioxidantes en dicha

membrana, con posible desplazamiento hacia el citosol.
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