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RESUMEN

Las plantas producen una amplia variedad de fitoquimicos necesarios para sus
funciones metabdlicas o para protegerse de patogenos invasores. La presencia de estos
metabolitos en la dieta humana ha sido asociada con una reduccidn en la incidencia de
enfermedades mortales cronicas como la aterosclerosis y el cancer. Esta investigacion
abarc el estudio de las interacciones y el efecto protector de los metabolitos vegetales
(MVs), acido galico, acido cafeico, galato de epigalocatequina, crocina, y los extractos
de la planta Pilocarpus goudotianus en eritrocitos humanos (RBC) y modelos
moleculares de su membrana. Estos ultimos conformados por bicapas lipidicas de
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE),
representativos de las clases de fosfolipidos ubicadas en la monocapa externa e interna
de la membrana del eritrocito humano, respectivamente. Los experimentos de
difraccion de rayos X y de calorimetria diferencial de barrido (DSC) mostraron que los
MVs producen perturbaciones estructurales y termotropicas en multibicapas y
vesiculas de DMPC; sin embargo, estos efectos no se observaron en DMPE. Las
espectroscopias de fluorescencia y de resonancia paramagnética electronica (EPR),
revelaron que los MVs inducen alteraciones en la dindmica y el orden molecular en
vesiculas de DMPC y en membranas aisladas de eritrocitos (IUM). La presencia de los
MVs también indujo alteraciones morfoldgicas en los RBC, de su forma discoide
normal a equinocitos. Estos hallazgos indican que las moléculas de los MVs se
ubicaron preferencialmente en la monocapa externa de la membrana de los eritrocitos.
La evaluacion del efecto protector mostré que, con excepcion de crocina, los MVs
inhibieron las alteraciones morfoldgicas y la lisis inducida por HCIO en los RBC. Los
resultados de este estudio sugieren que la insercién de algunos MVs en la monocapa
externa de la membrana de los RBC podria prevenir los efectos nocivos de HCIO en

los glébulos rojos, protegiéndolos del dafo oxidativo.



ABSTRACT

Plants produce a wide variety of phytochemicals necessary for their metabolic
functions or to protect themselves from invading pathogens. The presence of these
metabolites in the human diet has been associated with a reduction in the incidence of
chronic deadly diseases such as atherosclerosis and cancer. This research included the
study of the interactions and protective effect of plant metabolites (MVs), gallic acid,
caffeic acid, epigallocatechin gallate, crocin, and the extracts from Pilocarpus
goudotianus on human erythrocytes (RBC) and molecular models of its membrane.
The latter consisted of bilayers built-up of dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC)
and dimyristoylphosphatidylethanolamine (DMPE), representative of phospholipid
classes located in the outer and inner monolayers of the RBC membrane, respectively.
X-ray diffraction and differential scanning calorimetry (DSC) experiments showed that
MVs produced structural and thermotropic perturbations in multilayers and vesicles of
DMPC; however, these effects were not observed in DMPE. Fluorescence and
electronic paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy revealed that MVs induced
alterations in the dynamics and molecular order in DMPC vesicles and in isolated
erythrocytes membranes (IUM). The presence of MVs also induced morphological
alterations in RBC, from their normal discoid form to echinocytes. These outcomes
indicate that the MV's molecules were located in the outer monolayer of the erythrocyte
membrane. The assessment of the protective effect showed that with the exception of
crocin, the MVs inhibited the morphological alterations and lysis induced by HCIO to
RBC. The results obtained from this study suggest that the insertion of some MVs into
the outer monolayer of the RBC membrane might prevent the access and deleterious
effects of oxidant molecules such as HCIO into the red cells, protecting them from

oxidative damage.
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INTRODUCCION

Estudios epidemioldégicos han demostrado que las personas que incluyen una
alta cantidad de frutas y vegetales en su dieta tienen una menor incidencia de sufrir
patologias cronicas, como enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y
cancer . Frutas y vegetales contienen altas concentraciones de compuestos bioactivos,
como polifenoles y carotenoides, los que han sido principalmente sefalados por sus
propiedades antioxidantes debido a su habilidad para quelar metales y eliminar
radicales libres °. Estos metabolitos también se encuentran en gran proporcion en el
café y el té verde, donde se han vinculado con los efectos terapéuticos de estas bebidas
. Actualmente, la participacion de los metabolitos vegetales (MVs) obtenidos de la
dieta humana va mds alla de simples antioxidantes, reconociéndose su actuacion en
diversos procesos biolégicos como moléculas de sefalizacién y promotoras de
actividad enzimatica «. Ademads, su comportamiento como pro-oxidantes y citotdéxicos
también ha sido reportado en algunos contextos celulares *. Sin embargo, el papel
exacto de los MVs obtenidos de la dieta en la salud humana no estd completamente
entendido .

Algunas investigaciones sugieren que la potente actividad bioldgica mostrada
por algunos MVs y su correspondiente proteccidn contra algunas enfermedades esta
relacionada con la acciéon de estos metabolitos en la membrana celular °. En
consecuencia, el efecto de los fitoquimicos estard condicionado por su modo de
interactuar con los componentes de la membrana, lo que en general depende de las
caracteristicas estructurales del compuesto »'. Dado que la bicapa lipidica es la
estructura universal de todas las membranas biolégicas =, el estudio de su
comportamiento en presencia de sustancias bioactivas es de fundamental importancia
y materia de numerosas investigaciones “. La bicapa lipidica es un entorno sumamente
complejo y cuidadosamente equilibrado; por lo tanto, cualquier alteracion inducida en
su estructura por un agente externo puede tener impacto en la integridad de la

membrana plasmatica, lo que en ultimo termino afectard la funcidn celular *.



Con el propésito de elucidar los mecanismos moleculares asociados con la
actividad de los MVs en la membrana celular, la presente investigacion abarcé el
estudio de las interacciones de cuatro metabolitos de origen vegetal y dos extractos de
planta con eritrocitos humanos (RBC) y modelos moleculares de su membrana. Los
modelos moleculares consistieron de bicapas lipidicas de dimiristoilfosfatidilcolina
(DMPC) y dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE), representantes de las clases de
fosfolipidos ubicadas en la monocapa externa e interna de la membrana de los RBC,
respectivamente. La membrana del eritrocito, aunque menos especializada que otras
membranas celulares, conserva suficientes funciones en comun para ser considerada
representativa de la membrana plasmatica en general *. Por otro lado, los MVs elegidos
representan a las principales familias de metabolitos presentes en la dieta humana:
acido galico y cafeico (4cidos fendlicos), galato de epigalocatequina (flavonoide) y
crocina (carotenoide). Los extractos vegetales se obtuvieron de las hojas y corteza de
Pilocarpus goudotianus, una planta reconocida en su lugar de origen (Sierra de San
Luis, Venezuela) por sus propiedades antioxidantes y plaguicidas. Esta tesis incluye
los resultados del estudio estructural, dindmico y termotrdpico de las interacciones de
los MVs con la membrana de los RBC y su capacidad protectora contra los dafios
causado por el 4cido hipocloroso (HCIO). HCIO es un poderoso oxidante natural y un
potente agente antimicrobiano involucrado en una gran cantidad de afecciones
humanas relacionadas con procesos inflamatorios, incluyendo aterosclerosis,
enfermedades neurodegenerativas y cdncer *’. Comprender los mecanismos
moleculares asociados con el efecto protector de los MVs a nivel de la membrana
celular podria ayudar a explicar sus potentes efectos bioldgicos observados tanto in

Vitro como in vivo.



HIPOTESIS

Las interacciones de polifenoles y carotenoides con los fosfolipidos presentes
en la membrana del eritrocito humano causarian alteraciones en el comportamiento
estructural, dindmico y termotrépico de su bicapa lipidica, lo que podria estar
relacionado con la capacidad de estos metabolitos vegetales para proteger a los
eritrocitos de las alteraciones morfoldgicas y la lisis causada por la especie oxidante

acido hipocloroso.



OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar las interacciones y el posible efecto protector de metabolitos vegetales

(MVs) de relevancia bioldgica en eritrocitos humanos y modelos moleculares de su

membrana.

Objetivos especificos

Determinar el efecto estructural de los MV's en multibicapas de los fosfolipidos
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE)

utilizando difraccion de rayos X.

Evaluar el comportamiento termotrdpico de vesiculas multilamelares (MLV)
de DMPC y DMPE en presencia de los MVs mediante calorimetria diferencial
de barrido (DSC).

Determinar las alteraciones dinamicas causadas por los MVs en vesiculas
unilamelares grandes (LUV) de DMPC y membranas aisladas de eritrocitos
humanos sin sellar (IUM), por medio de espectroscopia de fluorescencia y de

resonancia paramagnética electronica (EPR).

Analizar los cambios morfolégicos inducidos por los MVs en eritrocitos

humanos a través de microscopia electronica de barrido (SEM).

Evaluar el efecto protector de los MVs en eritrocitos humanos ante los dafios
inducidos por acido hipocloroso (HCIO) mediante observaciones de SEM vy

ensayos de hemolisis.



CAPITULO 1

ASPECTOS GENERALES

1.1. METABOLITOS DE ORIGEN VEGETAL

Las plantas producen una amplia variedad de fitoquimicos necesarios para sus
funciones metabdlicas o para protegerse de patdgenos invasores. Estos metabolitos son
particularmente abundantes en los frutos y hojas de las plantas *. Algunos estudios
epidemiolégicos han demostrado una clara asociacién entre el consumo regular de
productos alimenticios derivados de plantas y la incidencia de patologias crénicas,
incluyendo enfermedades cardiacas, neuroldgicas y cancer ». Las razones bioldgicas de
este efecto potencialmente protector, se basan en que muchos de los fitoquimicos
actian como antioxidantes, anticancerigenos o inmunomoduladores °. Entre las
principales familias de metabolitos vegetales (MVs) sefialados de estas propiedades
terapéuticas se encuentran los carotenoides y los polifenoles.

Los carotenoides son un grupo de pigmentos naturales sintetizados
exclusivamente por plantas y microorganismos. Los seres humanos no son capaces de
sintetizar carotenoides y, por lo tanto, la presencia de este grupo de pigmentos en el
organismo depende totalmente de su inclusion en la dieta ». Se conocen al menos 60
carotenoides presentes en frutas y verduras consumidas por humanos. Estos
metabolitos se pueden separar en dos grandes grupos: los carotenoides
hidrocarbonados, como el licopeno y el B-caroteno, y los carotenoides oxigenados o
xantofilas, como la zeaxantina y la luteina ». Estructuralmente, los carotenoides
consisten de ocho unidades isoprenoides unidas cabeza-cola, excepto en el centro,
donde un enlace cola-cola invierte el orden, produciendo una molécula simétrica . En
las plantas, los carotenoides se pueden encontrar en forma libre o esterificados; esta
ultima forma altera significantemente las propiedades quimicas y bioldgicas de los
pigmentos >. Los carotenoides son relativamente poco reactivos; sin embargo, pueden

descomponerse y formar compuestos no radicales ». La inclusién de carotenoides en la
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dieta es importante no solo por su actividad como provitaminas, sino también por un
espectro de otras acciones en los sistemas bioldgicos . Se cree que los carotenoides
tienen efectos protectores contra enfermedades cronicas y degenerativas, como el
céncer, las enfermedades cardiovasculares y las cataratas *.

Por otro lado, los polifenoles son un amplio grupo de metabolitos producidos
en las plantas, conformados por uno o mds anillos aromaticos que soportan uno o mas
grupos hidroxilos. Hasta ahora han sido identificados mas de 8,000 compuestos
fendlicos naturales. Los polifenoles se clasifican segun la naturaleza de su estructura
carbonada en flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos y lignanos. Las fuentes mds
comunes de polifenoles para los seres humanos son el té verde, el vino tinto, las frutas
y los vegetales *». Estos compuestos han sido ampliamente estudiados por sus
propiedades antioxidantes, las que dependen principalmente de la presencia, ubicacion
y numero de grupos OH en los anillos aromaticos *. Ademds, se ha demostrado que
algunos polifenoles pueden reducir la incidencia de patologias relacionadas con el
estrés oxidativo como el cancer, la aterosclerosis, el envejecimiento, y enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer .

Los MVs con actividad bioldgica muestran diferentes blancos a nivel celular,
incluyendo la membrana plasmadtica, los compartimientos intracelulares y el ADN. La
puerta por la que cualquier molécula entrard a la célula es la membrana celular; asi, las
interacciones de esta molécula con la membrana tendrdan una gran influencia en su
mecanismo de accidn *». Estudios recientes sugirieren que carotenoides y polifenoles
pueden interactuar con las membranas, y que esas interacciones podrian estar
relacionadas con sus efectos benéficos ». Por lo tanto, la capacidad de estos
metabolitos para modular las propiedades biofisicas de las membranas es un factor

clave para comprender la naturaleza y magnitud de su actividad bioldgica °.

1.2. LA MEMBRANA CELULAR

La membrana de las células es la estructura que define a la célula como una

unidad viviente y la separa de su entorno *. Esta barrera desempefia un papel vital no
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solo en las interacciones entre células y su ambiente exterior sino también en procesos
fisiologicos como la comunicacion de sefiales, estimulacidn, transporte, conversion de
energia, homeostasis e inmunidad. Estas funciones altamente complejas se logran
gracias a patrones bien ordenados y cambios dindmicos en proteinas, lipidos, azicares,
y otras macromoléculas ». Aunque las membranas bioldgicas presentan diversas
funciones y composiciones, en general contienen aproximadamente 50 % de lipidos,
40 % de proteinas, 2 a 10 % de azucares, y pequefias cantidades de sales inorgédnicas e
iones metdlicos *. Basicamente, las membranas consisten en una bicapa de fosfolipidos
en la que las proteinas estdn integradas; en esta arquitectura las proteinas realizan las

principales funciones de la membrana, mientras que la bicapa lipidica sirve de matriz

32

1.2.1. Estructura de la membrana celular

La estructura de la membrana celular actual se basa en el modelo del mosaico
fluido propuesto en 1972 por J. Singer y G. L. Nicolson (Fig. 1) *. Ellos definen una
membrana como "una solucion viscosa bidimensional de proteinas anfipaticas (o
lipoproteinas) y lipidos, en equilibrio termodindmico instantdneo". Las proteinas de
membrana se distribuyen asimétricamente en una doble capa formada por lipidos que
sirven de soporte a las proteinas. En este modelo los componentes de la membrana se
distribuyeron en una "estructura de mosaico" en la que tanto las proteinas como los
lipidos se dispersan de forma no homogénea *.

La principal caracteristica del modelo del mosaico fluido es que lipidos y
proteinas en la membrana estidn en constante movimiento, difundiéndose a lo largo del
plano de la membrana, o girando en torno a un eje perpendicular a este. Sin embargo,
aspectos con importantes implicaciones fisiolégicas como la presencia de
intermediarios lipidicos no lamelares, mayor densidad de proteinas en la bicapa,
existencia de movimiento lipidico entre monocapas, curvatura de la membrana y su
relacion con la geometria lipidica, debieron ser considerados para obtener una version

mas realista y contempordnea del modelo (Fig. 2) .
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Fig. 1. Representacion de la membrana celular tal como fue propuesta por Singer y Nicolson en su
modelo del mosaico fluido *.

Otro aspecto que ha recibido considerable atencién en los ultimos afios es el
fenémeno de la formacion de dominios en la membrana. Los dominios son regiones de
la membrana donde ciertos componentes (lipidos y proteinas) estdn agrupados. Un
ejemplo, son los dominios enriquecidos en colesterol y esfingomielina, que se han
denominado "rafts" o balsas. Estos dominios presentan tamafio, tiempo de vida y
composicion lipidica variable, y su naturaleza es actualmente objeto de mucho estudio

Aunque la concepcion moderna de las membranas bioldgicas dista en
complejidad del modelo propuesto por Singer y Nicolson; la bicapa lipidica sigue
siendo la arquitectura fundamental de las membranas. Las membranas bioldgicas estan
construidas de lipidos que forman una bicapa lipidica, incluidas todas las membranas

celulares y todas las membranas virales ».



Aspectos generales

Proteina globular

Proteina canal Glucoproteina Carbohidrato

Cabezas polares

Bicapa
Lipidica

Colesterol Glucolipido Cadenas acilicas

Filamentos del
citoesqueleto

Proteina periférica )
Proteina integral Proteina a-helice

Fig. 2. Modelo estructural de membrana celular. Este modelo de la membrana plasmatica de una célula
eucariota es una actualizacion del modelo propuesto por Singer y Nicolson en 1972. Fuente: elaboracién
propia.

1.2.2. La bicapa lipidica

Los lipidos son moléculas anfipaticas esencialmente insolubles en agua, de
modo que al superar una cierta concentracion critica, sus moléculas se asocian en
estructuras que exponen sus grupos polares al medio acuoso y permiten la interaccion
de sus grupos no polares entre si. El tipo de estructura que adopten las moléculas de
lipidos en soluciones acuosas dependera de la conformacion geométrica de la molécula
y de la temperatura del sistema. En las membranas bioldgicas, los lipidos se organizan
en una arquitectura de bicapa; en este caso, fosfolipidos de diferente geometria y
estructura se complementan para darle al sistema su estabilidad y funcionalidad «.
Dentro de una bicapa, las moléculas de fosfolipido estdn dispuestas de tal manera que
los grupos hidrofilicos o cabezas polares forman dos interfaces lipido-agua que
delimitan la membrana, mientras que la parte hidréfoba, conformada por las cadenas
de hidrocarburo, quedan confinadas dentro de la bicapa y no tienen contacto con el
agua .

La naturaleza y organizacion espacial de los lipidos define las propiedades

biofisicas de la membrana y cumple un papel activo en la funcion celular. Asi, la
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longitud y el grado de saturacién de las cadenas acilicas de los fosfolipidos determinan
el grosor y el orden de la region hidréfoba de la membrana, mientras que la carga
electrostdtica de sus cabezas polares define en gran medida las interacciones con los
medios externos de la bicapa “. Por otra parte, la distribucién de los lipidos entre las
dos monocapas de una membrana es asimétrica, es decir, algunas clases de lipidos se
ubican preferencialmente en uno u otro lado de la bicapa (ver Tabla 1). En células
eucariotas las fosfatidiletanolaminas, fosfatidilserinas y fosfoinositidos se localizan
principalmente en la monocapa interna de la membrana, en tanto, que las
fosfatidilcolinas, esfingomielinas y glucolipidos se ubican esencialmente en la
monocapa externa ». Esta asimetria en la distribucion de los fosfolipidos es esencial

para mantener la estructura y funcion de la membrana celular.

Tabla 1. Composicidn lipidica de membranas naturales *.

Composicion lipidica (mol%)

Fuente Col PC SM PE PI PS PG
Eritrocitos humanos 45 17 17 16 - 6 -
Célula fotoreceptora bovina 10 36 - 40 2 12 -
Escherichia coli 0 - - 80 - - 15
Bacilus subtilis 0 0 - 30 - - 12
Reticulo endoplasmatico rugoso* 6 55 3 16 8 3 -
Mitocondria (monocapa externa) 3 45 3 25 6 1 2
Mitocondria (monocapa interna)* 5 50 5 23 13 2 2.5

Col, colesterol; PC, fosfatidilcolina; SM, esfingomielina; PE, fosfatidiletanolamina; PI,
fosfatidilinositol; PS, fosfatidilserina; PG, fosfatidilglicerol.

* Higado de rata.

1.2.3. Fosfolipidos

Miles de especies de lipidos son encontrados en las membranas bioldgicas y
muchas de sus funciones aun no se han entendido completamente *. En las membranas
celulares de los mamiferos se encuentran principalmente glicerofosfolipidos,

esfingolipidos y colesterol . Sin embargo, los lipidos de mayor presencia en las
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membranas plasmaticas son los fosfolipidos. Estos son un tipo de glicerofosfolipidos
que derivan su nombre del grupo fosfato que se encuentra en su cabeza polar ».

Los fosfolipidos estan compuestos por una fraccion de glicerol con dos acidos
grasos esterificados en las posiciones sn-1 y sn-2 del alcohol formando un
diacilglicerol, precursor del fosfolipido. Las especies mds comunes de estos lipidos
tienen una cadena de acilo saturada en la posicion sn-1 y una cadena insaturada en la
posicion sn-2, aunque existen excepciones. La posicion sn-3 del glicerol puede
fosforilarse y formar acido fosfatidico, estructuralmente el mds simple entre los
glicerofosfolipidos =. El grupo fosfato del acido fosfatidico también puede ser
esterificado por un alcohol; el nombre del alcohol proporciona una distincion adicional
a la nomenclatura del fosfolipido. Si el alcohol es colina, el fosfolipido serd
fosfatidilcolina (PC) o lecitina (Fig. 3). Las fosfatidilcolinas contienen una amina
cuaternaria en su grupo de cabeza, la que introduce una carga positiva principalmente
sobre el nitrogeno; esta carga junto con la negativa que reside en el grupo fosfato le da
a este lipido cardcter zwitterionico. Las fosfatidilcolinas son una de las clases de
fosfolipidos mas comunes en la membrana celular. Por otro lado, si el alcohol
esterificado es etanolamina, el fosfolipido resultante constituye una
fosfatidiletanolamina (PE) o cefalina. Las fosfatidiletanolaminas poseen un grupo
amino libre en su cabeza polar que en el rango fisioldgico presenta carga positiva *.
Estas dos clases de fosfolipidos tienen propiedades muy diferentes y desempefian
funciones especificas en las membranas.

Otras moléculas con la propiedad de esterificarse al acido fosfatidico son el
aminodcido serina, el glicerol y el inositol, los que producen los fosfolipidos,
fosfatidilserina (PS), fosfatidilglicerol (PG) y fosfatidilinositol (PI), respectivamente.
Ademas de estos, otras clases de fosfolipidos con abundante presencia en las
membranas celulares son los lisofosfolipidos, los que poseen solo una cadena de
hidrocarburo, y los difosfatidilgliceroles o cardiolipinas, que presentan dos grupos

fosfato en su estructura =.
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o
Fosfato |||,_ 0\/\.,_N/_ Colina
Sliceral 0/ \0_ \ (Fosfatidilcolina)
OAH
fo) o _O~E Etanolamina
o ( NH; | (Fosfatidiletanolamina)
Acido grasos +NH3 Serina
(/0\/<COO' (Fosfatidilserina)

OH .
Glicerol
(/0\)\/°H (Fosfatidilglicerol)

Fig. 3. Estructura de glicerofosfolipidos. La estructura lipidica mostrada corresponde a 1,2 dimiristoil-
sn-glicerol-3-fosfocolina o dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC). La sustitucién de la colina por los otros
grupos de cabeza en las cajas forma las otras estructuras de fosfolipidos =.

Cada clase de fosfolipido presenta una gran variedad de d4cidos grasos
esterificados al glicerol. La longitud de los &4cidos grasos que se encuentran
comunmente en las membranas bioldgicas varia desde 12 hasta 26 dtomos de carbono.
Por otro lado, el nimero de dobles enlaces por &dcido graso en los fosfolipidos
generalmente varia de cero a seis, aunque se han encontrado especies con un nimero
mayor. La distribucion de los acidos grasos en los fosfolipidos es un detalle particular
de cada clase de fosfolipido, membrana, monocapa, tipo de célula, 6rgano, organismo

y estado nutricional del individuo .
1.2.4. Propiedades fisicas de la bicapa lipidica

Los lipidos de las membranas biolégicas son moléculas anfipaticas, con una
parte hidrofoba (las cadenas de hidrocarburo) y una porcion hidréfila (el grupo de
cabeza polar). Esta particularidad quimica determina las reglas para el ensamblaje de
las moléculas de fosfolipido en medio acuoso “. La naturaleza de los lipidos afecta por

lo tanto, las propiedades fisicas de la membrana, incluyendo su curvatura, fluidez y la
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capacidad para formar dominios, propiedades que modulardn el comportamiento

general de la célula ».
1.24.1. Fluidez de la bicapa lipidica

A temperaturas fisioldgicas, la bicapa lipidica se comporta como una estructura
fluida. La fluidez es mayor a medida que aumenta la proporcién de dcidos grasos
insaturados. Las cadenas de 4cidos grasos saturados adoptan preferiblemente
conformaciones extendidas, formando agrupaciones compactas que confieren rigidez
a la membrana. Por otro lado, a medida que aumenta la temperatura, un mayor nimero
de enlaces C-C en las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos pierden su
conformacion todo trans o completamente extendida, y adoptan la conformacion
gauche. Esta tltima conformacién, altera el empaquetamiento de las cadenas e
incrementa la fluidez de la membrana «.

La fluidez de la bicapa lipidica permite que sus componentes se desplacen
lateralmente con cierta libertad y giren sobre su eje perpendicular a la membrana.
Ademas de la capacidad de moverse dentro del plano de la membrana, los fosfolipidos
también pueden pasar de una capa de la membrana a otra, en lo que se denomina
movimiento de “flip-flop”. Este cambio de componentes entre las monocapas lipidicas
de una membrana es mas restringido que el desplazamiento dentro de cada monocapa
#. Dada la gran heterogeneidad de las membranas bioldgicas, determinar su fluidez es
mucho mds complicado que en otras sustancias o materiales homogéneos. En general,
la fluidez en las membranas se monitoriza con sondas paramagnéticas o fluorescentes,
con las que se pueden determinar una variedad de parametros relacionados con la

dindmica y el orden de la membrana *.
1.2.4.2 Comportamiento termotropico de la bicapa lipidica

En las membranas bioldgicas, la bicapa lipidica se encuentra fundamentalmente
en fase lamelar. Sin embargo, ésta es un sistema altamente dinamico y puede presentar
distintas estructuras, dependiendo del contenido de agua y la temperatura *. En exceso
de agua, como ocurre en el ambiente celular, la bicapa lipidica puede sufrir multiples

transiciones de fase como funcidn de la temperatura <. La temperatura a la que acurre
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la transicion de fase principal (Tm), es aquella en la que el calor absorbido durante el
proceso de fusion alcanza un maximo. El drea bajo este maximo representa la entalpia
(AH) asociada al proceso de fusion (Fig. 4) «.

Bajo la temperatura de transicion principal, el lipido se encuentra en fase gel
(LP). En esta fase, la velocidad de difusién lateral de los lipidos es relativamente baja,
con poca libertad interna de movimiento. En el estado gel, los fosfolipidos adoptan
conformaciones semejantes a varillas rigidas, con sus cadenas acilicas completamente
extendidas y sus enlaces carbono-carbono en conformacion todo frans. Sobre la Tm, la
bicapa lipidica se encuentra en estado liquido cristalino (La). En este estado la bicapa
se desordena debido a la difusion lateral de los fosfolipidos en el plano bidimensional.
Sin embargo, el fosfolipido ain no es un liquido real, es decir, no tiene movimiento
isotropico ya que la estructura de bicapa impone ciertas restricciones al movimiento de
sus componentes. En la fase La, las cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos
presentan deformaciones o dobleces debido a que algunos de sus enlaces C-C se
encuentran en conformacion gauche ».

Algunos fosfolipidos como las fosfatidilcolinas (Fig. 4) experimentan una
transicion previa a la transicion de fase principal llamada pre-transicion (Tp). La Tp
surge como resultado de la conversion de la fase gel, denotada en este caso como L3’
(la tilde indica que las cadenas acilicas del fosfolipido presentan una ligera inclinacion
en torno al plano de la bicapa) a una fase ondulada (Pf’), caracterizada por la
coexistencia de dominios de fase gel y fase fluida. En la fase PP’ la estructura de
membrana plana se pierde y la bicapa adopta una configuracion periddicamente
ondulada ». Por otra parte, las fosfatidiletanolaminas tienen la capacidad de formar una
fase hexagonal (H,) cuando son calentadas entre 10-20 °C sobre su temperatura de
transicion principal. Esta fase es producto del incremento en la movilidad, y el
consecuente aumento del volumen de las cadenas acilicas. En consecuencia, las
moléculas de esta clase de fosfolipido abandonan la estructura lamelar y adoptan un
arreglo tubular hexagonal con sus grupos polares confinados en el interior de la

estructura. Esta configuracion podria tener un rol funcional en la curvatura de la bicapa
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ya que las fosfatidiletanolaminas se localizan principalmente en la monocapa interna

de las membranas bioldgicas ».

Temperatura

Fig. 4. Comportamiento termotrépico y diferentes estructuras adoptadas por las fosfatidilcolinas en
medio acuoso. Las fases son denotadas como: gel inclinada (L), gel ondulada (L") y liquido cristalino
(La). Tmy Tp representan la transicion principal y pre-transicion, respectivamente. Fuente: elaboracion
propia.

13. EFECTO DE ESPECIES OXIDANTES EN LA MEMBRANA CELULAR

El dafio oxidativo a los componentes celulares puede desempefiar un importante
papel fisiopatolégico en muchos tipos de enfermedades humanas. La membrana
plasmatica es un sistema dindmico que controla estrechamente la estructura y funcién
celular. Sin embargo, la membrana es muy susceptible a alteraciones como
consecuencia de las interacciones con factores externos *. Las especies oxidantes
reaccionan principalmente con los lipidos no saturados de la bicapa, ocasionando
peroxidacion lipidica. Los peréxidos producen cambios conformacionales vy
disminuyen la hidrofobicidad de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos en la
membrana celular, lo que eventualmente altera su estructura «. El proceso oxidativo
produce diversos hidroperdxidos lipidicos y productos secundarios, que en ultima
instancia resultan en la disrupcion de la bicapa lipidica. En consecuencia, como

resultado de esta oxidacion se producen diversos eventos patologicos .
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Los eritrocitos humanos, son especialmente susceptibles al dafio oxidativo
debido a su alto contenido de 4cidos grasos poliinsaturados en sus membranas y a las
altas concentraciones de oxigeno y hemoglobina intracelular. La peroxidacion escinde
las cadenas de acidos grasos insaturados con tres o mas dobles enlaces produciendo
moléculas altamente reactivas y alteraciones en la membrana, eventos que finalmente

conducen a la hemolisis o ruptura de la membrana eritrocitaria *.

1.3.1. Acido hipocloroso

Las células fagociticas como los neutréfilos y monocitos son células
especialmente disefiadas para ingerir y destruir patdgenos invasores. Estas células se
encuentran predominantemente en los estados iniciales de procesos inflamatorios
agudos, y son consideradas la mayor fuente de oxidacién en mamiferos ». La actividad
de neutréfilos y monocitos genera mieloperoxidasa, una hemoproteina que cataliza la
reaccion entre H.O, y Cl produciendo dcido hipocloroso (HCIO). HCIO es un potente
oxidante, altamente reactivo que funciona como un poderoso agente antimicrobiano.
La producciéon de HCIO por neutréfilos y monocitos es una parte integral de la
capacidad del sistema inmune para combatir una amplia gama de patdgenos. Sin
embargo, las propiedades de HCIO que lo convierten en un eficaz agente
antimicrobiano también pueden afectar los tejidos del huésped mediante los mismos
mecanismos utilizados para destruir los patdgenos invasores .

El 4cido hipocloroso puede causar dafio a las moléculas por oxidacion directa
(E-=1.08 V apH 7) y por descomposicion formando clorinas y otros cloro derivados
»». HCIO reacciona con una amplia gama de biomoléculas incluyendo lipidos, proteinas
y nucleétidos. En los lipidos, los principales sitios de ataque de HCIO son los dobles
enlaces de los 4cidos grasos insaturados y el colesterol, produciendo clorhidrinas y
peroxidacion. Estos eventos son potencialmente desestabilizadores para la membrana
celular y pueden causar cambios en su permeabilidad ». Debido a la alta reactividad
con las moléculas bioldgicas, HCIO es considerado el mayor causante de dafio tisular
durante la inflamacién . En condiciones patoldgicas HCIO puede ser encontrado en
los fluidos corporales en concentraciones de hasta 200 uM >*; aunque en pacientes con

enfermedades respiratorias agudas se han detectado concentraciones de HCIO incluso
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en milimoles ». La sobreproducciéon de HCIO ha sido relacionada con una serie de
condiciones patoldgicas, las que incluyen enfermedades inflamatorias, aterosclerosis,

afecciones respiratorias, vasculitis aguda, artritis reumatoide y cancer *=.
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CAPITULO 2

MODELOS DE MEMBRANA Y TECNICAS UTILIZADOS PARA
ESTUDIAR LAS INTERACCIONES DE METABOLITOS
VEGETALES CON LA MEMBRANA CELULAR

2.1. MODELOS DE MEMBRANA CELULAR

Los modelos de membrana celular han sido desarrollados para comprender
mejor las propiedades y comportamiento de las membranas bioldgicas. Hoy en dia se
utilizan ampliamente para estudiar las interacciones proteina-lipido y lipido-lipido, asi
como analizar la interaccion de moléculas exdgenas o nanoparticulas con membranas
». El estudio del comportamiento biofisico y bioquimico de la membrana plasmatica de
una célula viva es extremadamente complejo. Los modelos de membrana tienen la
ventaja de ser lo suficientemente simples para simular mecanismos especificos de la
membrana, y aun ser representativos de la membrana o célula en general “. Entre los
modelos de membrana celular, se encuentran los modelos compuestos tnicamente de
lipidos, y las biomembranas que involucran una mayor parte de los componentes de
una membrana real. Estos modelos constituyen herramientas poderosas para estudiar

los mecanismos moleculares de procesos fundamentales que ocurren a nivel celular ».

2.1.1. Multibicapas lipidicas

Las multibicapas lipidicas son estructuras bidimensionales formadas por una
serie de bicapas apiladas unas sobre las otras. En agua o soluciones amortiguadoras,
los lipidos forman espontdneamente estructuras de bicapas con espesores del orden de
4-5 nm. En este caso, la atraccion de van der Waals hace que las membranas formen
apilamientos regulares de muchas capas superpuestas, con espaciados periédicamente
repetidos entre estas que van de las decenas a cientos de nanémetros. Las dimensiones

de estos espacios dependen del tipo de lipido y de la composicién de la solucion en la
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que se forman las membranas ©. En multibicapas compuestas de fosfolipidos, la
estructura es estabilizada por interacciones hidrofébicas entre las cadenas
hidrocarbonadas e interacciones electroestdticas entre los grupos cargados de las
cabezas polares. Los modelos de multibicapas lipidicas son especialmente utiles para
estudiar las propiedades estructurales de las membranas por medio de difracciéon de

rayos X ©.
2.1.2. Liposomas

Los liposomas son vesiculas lipidicas esféricas con un compartimiento acuoso
en el centro, y representan los modelos artificiales mids comunes de membrana celular
<. Los liposomas proporcionan una estructura muy versdtil para analizar la fluidez, el
comportamiento termotrdpico y las interacciones de farmacos u otras moléculas con la
membrana *. Estructuralmente, los liposomas constan de una o varias bicapas lipidicas
dispuestas de manera similar a las de las membranas biolégicas y pueden tener
diametros de hasta 1000 nm. Los liposomas son féciles de producir en grandes
cantidades con propiedades reproducibles y son adecuados para una amplia variedad
de estudios biofisicos *.

Diferentes tipos de liposomas pueden ser confeccionados dependiendo del
método utilizado en su preparacion. Cuando una pelicula lipidica seca se hidrata
vigorosamente a temperaturas superiores a la transicion de fase del lipido se forman
vesiculas multilamelares (MLV, por sus siglas en ingles). Este tipo de vesicula presenta
tamafios en el rango de 0.5 a 10 um y se caracteriza por varias bicapas lipidicas
concéntricas separadas por moléculas de agua (Fig. 5). La extrusion de MLV a través
de una membrana porosa da lugar a la formacion de vesiculas unilamelares grandes
(LUV), mientras que vesiculas unilamelares pequefias (SUV) son obtenidas por
sonicacion de las MLV. LUV y SUV se caracterizan por poseer una sola bicapa
lipidica. Las SUV generalmente exhiben un didmetro medio inferior a 50 nm, mientras
que el de las LUV varia de 100 a 500 nm. Por otro lado, las vesiculas unilamelares
gigantes (GUV) son liposomas que tienen un rango de tamafio de 5-100 um y pueden
obtenerse hidratando una pelicula lipidica seca a temperaturas superiores a la transicion

de fase del lipido durante un largo periodo *.
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MLV GuUv LUV Suv
0.5-10 um 5- 100 pm 100- 500 nm >50 nm

Fig. 5. Representacion esquemdtica de diferentes tipos de liposomas utilizados en los estudios de
membrana. Parte superior e inferior de la figura muestra detalles en 2D y 3D, respectivamente de
vesiculas multilamelares (MLV), vesiculas unilamelares gigantes (GUV), vesiculas unilamelares
grandes (LUV) y vesiculas unilamelares pequefias (SUV). Fuente: elaboracién propia.

2.1.3. Eritrocitos humanos

Los eritrocitos o glébulos rojos son las principales células del sistema
circulatorio humano y actian como transportadores de oxigeno. En los mamiferos, los
eritrocitos estdn desprovistos de nucleo y otros orgdnulos. Sin embargo, su membrana
plasmdtica presenta una composicién y estructura compleja, que estd altamente
correlacionada con sus funciones bioldgicas “. En condiciones fisiolégicas los
eritrocitos humanos asumen naturalmente la forma de un disco bicéncavo aplanado,
llamada discocito. En estas condiciones la célula presenta aproximadamente un
diametro de 8 um, un grosor de 1.7 um, 90-110 umrde volumen y un drea superficial
de 130-140 pme «.

Ademds de la morfologia normal de discocito, los glébulos rojos pueden
adoptar una amplia variedad de formas distintas, causadas principalmente por

condiciones patoldgicas o la interaccidén con agentes externos (Fig. 6) «. Entre estas
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formas, los equinocitos, caracterizados por una o mds proyecciones exteriores o
espiculas y los estomatocitos, definidos por una prominente invaginacion en el centro,
son las mds representativas ¢. Las alteraciones morfolégicas en los glébulos rojos
pueden ocurrir de manera reversible o irreversible, condicion que dependera de la

magnitud del cambio que sufra la membrana «.

Knizocito

Codocito Normocito Dacrocito

Eliptocito Estomatocito

Fig. 6. Diferentes morfologias observadas en eritrocitos humanos después de la incubacion con
moléculas que interactian con la membrana °.

La membrana de los eritrocitos humanos es una bicapa compuesta
predominantemente por lipidos anfipdticos en fase fluida, con un grosor de
aproximadamente 4 nm . La composicion de los lipidos en la membrana eritrocitaria
es muy diversa, las especies predominantes son colesterol (Col, 23 %),
fosfatidiletanolamina (PE, 18 %), esfingomielina (SM, 18 %), fosfatidilcolina (PC, 17
%), fosfatidilserina (PS, 7 %), glucolipidos (3 %) y otros (13 %). Este material se

distribuye de manera asimétrica entre las dos mitades de la bicapa (Fig. 7). La mayoria
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de las PC, SM y glucolipidos se encuentran en la monocapa externa mientras que las
PE y PS se encuentran mayoritariamente en la monocapa interna <. En condiciones

normales, el colesterol se distribuye con una ligera preferencia por la monocapa externa

68

Total

Monocapa
Externa

Porcentaje de Fosfolipidos

Monocapa
Interna

50 —

Fig. 7. Distribucion de las principales clases de fosfolipidos entre las dos monocapas de la membrana
del eritrocito humano. Sph, esfingomielinas; PC, fosfatidilcolina; PE, etanolaminas, y PS,
fosfatidilserinas. Fuente: elaboracion propia.

La facil accesibilidad y manipulaciéon, abundancia de dacidos grasos
poliinsaturados y proteinas de membrana, asi como la gran cantidad de informacién
disponible, convierten a la membrana del eritrocito en un excelente modelo para
estudiar las interacciones de compuestos quimicos con biomembranas #~. La membrana
de los eritrocitos, aunque menos especializada que muchas otras membranas celulares,
tiene suficientes funciones en comun, como el transporte activo y pasivo y la
produccion de gradientes idnicos y eléctricos, para ser considerada representativa de la
membrana plasmatica en general *. Los estudios biofisicos en eritrocitos se enfocan

principalmente en determinar alteraciones morfoldgicas, liberacion de hemoglobina y
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contenido de trifosfato de adenosina (ATP) extracelular, factores que son indicadores

de la integridad de la membrana de los eritrocitos ™.

2.1.4. Membranas aisladas de eritrocitos humanos sin sellar (IUM)

Los eritrocitos humanos son usados ampliamente tanto como modelo para el
estudio de membranas celulares, como para evaluar los efectos de compuestos
bioldgicos y farmacéuticos en células humanas ”. Sin embargo, para estudios mas
detallados del comportamiento biofisico de la membrana eritrocitaria es necesario
aislar la membrana del contenido intracelular. Las membranas aisladas de eritrocitos
humanos sin sellar (IUM) o membranas fantasmas, es el termino usado para describir
los delicados cuerpos discoides obtenidos después de la eliminacion de la hemoglobina
de los eritrocitos. El método mas comiin para la preparacion de las IUM consiste en la
eliminacion de la hemoglobina por hemdlisis, colocando las células en una solucion
hipoténica ». Las IUM son particularmente adecuadas para el estudio de las
interacciones entre compuestos de interés biologico y membranas, ya que representan
un sistema de membrana completo, que incluye proteinas, colesterol y una gran

variedad de lipidos «.

2.2. TECNICAS UTILIZADAS PARA ESTUDIAR LAS INTERACCIONES DE
METABOLITOS VEGETALES CON LA MEMBRANA CELULAR

Las técnicas biofisicas disponibles actualmente permiten analizar en profundidad
las interacciones de moléculas bioactivas con las membranas bioldgicas. Cada técnica
proporciona informacion sobre una aspecto particular de las interacciones; por lo tanto,
es necesario combinar los resultados obtenidos de cada técnica para comprender los
mecanismos exactos involucrados con la actividad de los metabolitos vegetales (MVs)

en la membrana plasmatica °.

2.2.1. Difraccion de rayos X

Los estudios de difraccion de rayos X en modelos de membranas bioldgicas se
basan en el empaquetamiento parcialmente ordenado de las moléculas de lipido que

conforman la bicapa. Este arreglo representa la base estructural de las unidades de
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repeticion del sistema . Bajo condiciones de hidratacidn, las bicapas se “apilan” unas
sobre las otras formando multibicapas; en este caso la estructura de bicapa basica se
convierte en una funcién periddica unidimensional que produce una dispersion
coherente (constructiva) de los rayos X incidentes ». Esta dispersion resultante
producida por los atomos que componen la membrana consiste de un patrén discreto
de reflexiones, llamado reflexiones de Bragg.

En un experimento de difraccion, un haz colimado de rayos X con una longitud
de onda comparable a las distancias atdmicas irradia una muestra y se dispersa en todas
las direcciones desde los electrones que conforman la muestra. Cuando el rayo incide
sobre un conjunto de puntos periddicos en la red, los maximos de difraccion se
producen en ciertas direcciones donde los rayos X dispersados estan en fase ». De
acuerdo con la ley de Bragg, el tamafo de la estructura esta inversamente relacionado
con el dngulo de dispersiéon de la radiacion incidente ». Por lo tanto, reflexiones
provenientes de puntos separados por dimensiones del orden de las bicapas lipidicas,
aparecerdn en la region de dngulo bajo (SA, 0 < 5°) del patrén de difraccién. El andlisis
de estas reflexiones ofrece informacion acerca del espaciado entre las bicapas, es decir,
la distancia repetitiva de la red *.

Por otro lado, en la regién de dngulo amplio (WA, 6 > 5°), se explora el orden de
corto alcance del sistema, es decir, el empaquetamiento de las cadenas acilicas de los
lipidos. La simetria de este empaquetamiento es esencialmente independiente del
contenido de agua en la bicapa (i.e, de la distancia de repeticion lamelar), y solo
depende de la fase especifica que adopte el lipido *. En la fase gel lamelar (L), las
cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos estan completamente extendidas y adoptan
un empaquetamiento hexagonal, dando lugar a un pico relativamente agudo y simétrico
alrededor de 4.2 A; mientras, que la fase lamelar fluida o liquido cristalino (La)
muestra un pico amplio centrado en 4.6 A, debido al empaquetamiento desordenado de
las cadenas acilicas ». La difraccion de dngulo bajo y amplio (Fig. 8), conforman el mas
importante y no destructivo método experimental para la investigacion estructural de

biomembranas ".
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Fuente de rayos X Detector

64 32 4.2
Espaciado Observado (A)

Fig. 8. Diagrama de un experimento de difraccion de rayos X en multibicapas de
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) en fase gel. Fuente: elaboracién propia.

2.2.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es el método mds directo para
monitorear el proceso de fusidn en bicapas lipidicas *. Esta técnica permite la deteccion
y caracterizacion termodindmica de las transiciones de fase termotrépica de
membranas bioldgicas o sus modelos lipidicos. La DSC implica el calentamiento (o
enfriamiento) simultineo de una muestra y una referencia, esta ultima constituida por
un material inerte, de masa y capacidad calorifica comparable. El monitoreo
termodindmico se realiza a una velocidad constante, predeterminada en un calorimetro
disefiado para medir la tasa diferencial de flujo de calor de la muestra en relacion con
la referencia .

Inicialmente, las temperaturas de la muestra y la referencia cambian linealmente
con el tiempo y la diferencia de temperatura entre ellas permanece constante. En estas
condiciones, existe una diferencia constante entre las tasas de flujo de calor de la
muestra y la referencia, lo que se observa en el termograma como una linea horizontal.
Cuando ocurre un evento termotropico en la muestra se produce una diferencia de

temperatura entre la muestra y la referencia. En este caso, el instrumento cambia la
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entrada de energia en la celda de la muestra para anular el diferencial de temperatura.
Esto produce una diferencia en el flujo de calor entre la muestra y la referencia, y una
desviacion exotérmica o endotérmica de la linea base (Fig. 9). Una vez finalizado el
evento térmico, el instrumento restablece su linea base original o establece una nueva
si se produce un cambio en el calor especifico de la muestra, generando asi una gréfica

del flujo de calor diferencial en funcion de la temperatura ».
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Fig. 9. Diagrama de un experimento de calorimetria diferencial de barrido (DSC) para determinar el
comportamiento termotropico de una muestra de fosfolipido. Fuente: elaboracién propia.

2.2.3. Espectroscopia de fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia es la técnica mas potente y versatil para los
estudios modernos de membranas celulares y sus modelos *. La fluorescencia es la luz
emitida espontdneamente por una molécula (fluoréforo) debido a transiciones
electrénicas entre sus estados excitados. Las mediciones de fluorescencia se basan en
el principio de excitacion foto-selectiva de los fluor6foros por la luz polarizada », es

decir, los fluoréforos absorben fotones cuyos vectores eléctricos estan alineados
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paralelos a su momento de transicién dipolar. Sin embargo, las caracteristicas de la luz
emitida dependen directamente del entorno y la movilidad del fluoréforo ».

Las membranas naturalmente no presentan fluorescencia intrinseca; por lo
tanto, se deben usar sondas fluorescentes que se inserten en esta. Las sondas utilizadas
en los estudios de membrana son moléculas fluorescentes cuyas emisiones
caracteristicas varian en funcién de su libertad de movimiento dentro de la bicapa ».
Estas moléculas penetran selectivamente en la membrana, proporcionando informacion
sobre las propiedades fisicas de un entorno lipidico especifico. Con esta técnica es
posible determinar las interacciones de compuestos bioactivos con la membrana, ya
que el cambio en la intensidad de fluorescencia de la sonda se correlaciona
directamente con alteraciones en la integridad de la bicapa ».

En membranas biolégicas la mayoria de los estudios de fluorescencia se
realizan determinando los pardmetros de anisotropia (r) y polarizacion generalizada

(PG), los que estin definidos por:

I—-1
r=-1= Ec. 1
I||+21J_
Ip—-1
PG = 2—* Ec.2
Ip+I

donde /) e I, (Ec. 1) son las intensidades de emision de fluorescencia en dngulo vertical
(Iy) y horizontal (/1) cuando la muestra es excitada con luz polarizada verticalmente »,
mientras que /, e I. (Ec. 2) corresponden a las intensidades de los maximos de emision
del fluoréforo cuando este se reparte en dos entornos diferentes de la membrana *.
Las mediciones de anisotropia se realizan cominmente utilizando la sonda 1,6-
difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) o alguno de sus derivados. DPH es una molécula
hidr6foba que se localiza principalmente a nivel de las cadenas acilicas de los
fosfolipidos en la bicapa (Fig. 10); por lo tanto, su movimiento de rotacidon estara
influenciado por la dindmica de esta region de la membrana [42]. Si una molécula

exdgena causa restricciones en el movimiento de las cadenas acilicas, se producird una
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mayor rigidez de la membrana. Este efecto reducira la anisotropia del entorno debido
a una mayor restriccion en el movimiento del fluor6foro. Por el contrario, si las
interacciones moleculares resultan en una mayor fluidez de la membrana, se observara
un aumento de la anisotropia *.

La dindmica del entorno hidrofilico de las membranas bioldgicas es
determinada frecuentemente mediante la funcidén de polarizacion generalizada (PG).
La PG es esencialmente una medida normalizada obtenida al medir la emisién de un
fluoréforo a dos longitudes de onda diferentes ». En las membranas, los cambios de
fluidez involucran alteraciones en su contenido de agua, lo que produce cambios en la
polaridad de la bicapa lipidica que pueden detectarse mediante sondas fluorescentes
sensibles al ambiente polar como el 6-dodecanoil-2-dimetilaminonaftaleno, conocido
como laurdan. El fluoréforo de laurdan se ubica preferentemente a nivel de la fraccion
de glicerol en las moléculas de fosfolipido (Fig. 10), y su espectro de emision cambia

segun la polaridad de este entorno de la membrana *.
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Fig. 10. Localizacion de las sondas fluorescentes laurdan y DPH entre las moléculas de
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) en una membrana. Fuente: elaboracion propia.
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2.24. Espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica

La espectroscopia de resonancia paramagnética electronica (EPR) es una
técnica que detecta la absorcidén resonante de microondas de una sustancia con
electrones desapareados colocada en un campo magnético estitico. EPR representa una
herramienta valiosa para caracterizar complejos de metales de transicidn, sitios activos
de metaloproteinas y radicales formados en diversas condiciones ®. Aunque
actualmente su campo de aplicacién se ha extendido a biosistemas diamagnéticos,
como las membranas lipidicas, las proteinas y los acidos nucleicos, mediante el uso de
sondas paramagnéticas *.

Una sonda paramagnética es un radical libre estable con al menos un electrén
desapareado en un orbital molecular. Esta sonda se inserta en la muestra y actia como
un grupo informador. La mayoria de las sondas utilizadas en EPR estdn basadas en el
radical nitroxilo (NO?®), el que tiene un electrén desapareado en el orbital 2pzt del 4tomo
de nitrégeno. El grupo NO*® en estas moléculas esta rodeado por d4tomos de carbono

cuaternarios, los que protegen al radical y le dan estabilidad a la sonda *.
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Fig. 11. Localizacién en la membrana de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y espectros caracteristicos
de las sondas paramagnéticas 5-SASL y TEMPO. Fuente: elaboracién propia.
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En las membranas bioldgicas, los espectros de EPR obtenidos de las sondas
paramagnéticas se utilizan para identificar alteraciones en el movimiento de los lipidos
en la bicapa y evaluar la fluidez de la membrana ». Las sondas mds usadas en los
estudios de membrana mediante EPR son las derivadas del 4cido estedrico, al que se le
inserta un radical nitroxilo en una posicion especifica de su cadena carbonada. Un
ejemplo es la sonda paramagnética dcido 5-doxilestérico (5-SASL), que posee el grupo
(NO?®) en el quinto carbono de su cadena acilica (Fig. 11). De los espectros de 5-SASL
se obtiene informacion dindmica de la region hidr6foba proxima a los grupos polares
de la membrana. Otra sonda comunmente utilizada es la 2,2,6,6-tetrametil-1-
piperidiniloxi o TEMPO, que se reparte entre la interface lipido-agua, y su espectro
permite determinar la fluidez del entorno polar de la bicapa *. Con el uso de estas sondas
también se puede obtener informaciéon sobre la profundidad de insercién y la

orientacion de una molécula exdgena dentro de la membrana .

2.2.5. Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido (SEM) es una técnica utilizada para
examinar y registrar la topografia de la superficie de una muestra con una resolucion
significativamente mayor que la obtenida usando microscopia optica. SEM es versatil
y puede proporcionar informacién estructural de la superficie de muchos tipos de
materiales, incluidos aquellos de interés bioldgico ¥. Los microscopios usados para
SEM (Fig.12) generan haces de electrones altamente enfocados que impactan la
muestra dentro de una camara de vacio. El haz de electrones se enfoca en un punto y
luego se desplaza escaneando secuencialmente la muestra. En cada ubicacion, las
seflales emitidas desde la muestra son recolectadas por los detectores, los que
finalmente crean la imagen *. La profundidad del andlisis de SEM depende de la
velocidad de los electrones en el haz y la naturaleza del material en la muestra, pero
generalmente es de alrededor de 1 um ».

La observacion de muestras bioldgicas por SEM requiere que el material esté
adecuadamente deshidratado, ya que el agua interfiere con la resolucion de la imagen.
Sin embargo, la remocion del agua implica en la mayoria de los casos el deterioro

estructural de la muestra. Este efecto puede evitarse tratando la muestra con tetradxido
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de osmio o gluteraldehido. Ambas sustancias crean enlaces covalentes entre diferentes
moléculas, especialmente lipidos o proteinas, preservando la estructura y la forma del
material. Finalmente, 1a muestra es recubierta con una delgada capa de un metal pesado
para producir un mejor contraste en la imagen debido a que los elementos ligeros como
carbono, nitrégeno, oxigeno e hidrogeno, presentes en las muestras bioldgicas ofrecen

muy pobre sefial .

Haz de electrones

Lente condensador

Generador
de barrido

Deflector del haz

Lente objetivo

Brazo de soporte
de la muestra

Detector

Fig. 12. Diagrama de la observacion de una muestra de eritrocitos humanos utilizando microscopia
electrénica de barrido (SEM). Fuente: elaboracion propia.

2.2.6. Ensayos de hemolisis

El test de hemdlisis es un método rapido, reproducible y de bajo costo, usado
ampliamente para detectar la citotoxicidad de compuestos de interés farmacoldgico .
Durante la hemdlisis, los glébulos rojos experimentan un proceso de disrupcion de su
membrana plasmatica liberando hemoglobina y otros componentes de su interior. La
hemdlisis involucra la alteracion de la organizacién lipidica, disposicién de las

proteinas integrales y perdida del equilibrio celular, procesos que puede ser causados
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por la interaccion de compuestos quimicos con la membrana, fragilidad osmética o
alteraciones en el pH del medio ».

Cuando la membrana plasmdtica del eritrocito es lisada, su contenido,
principalmente hemoglobina, es liberado al exterior, por lo que es posible estimar la
cantidad de eritrocitos destruidos en una prueba midiendo la cantidad de hemoglobina
en la muestra ». En el ensayo de hemdlisis, la hemoglobina liberada se determina
fotométricamente a 540 nm y se correlaciona con el porcentaje de células lisadas. La
cantidad de hemdlisis para cada concentracion del agente de prueba se grafica y se
compara con un control, el que generalmente es constituido por una suspension de
glébulos rojos a pH fisioldgico . Con este método también se puede determinar la
propiedad de algunos compuestos de prevenir la hemolisis. En este caso, se realiza una
pre-incubacion de los glébulos rojos con el agente que se espera proteja las células, y
luego con la sustancia que induce la lisis. Este ensayo permite calcular la concentracion
del agente protector que induce la inhibicion del 50 % de la hemdlisis (CI 50), causada

por el reactivo hemolitico ».
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o
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3
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5 10 25 50 75 100
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Fig. 13. Diagrama de un ensayo de hemdlisis. Fuente: elaboracion propia.
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CAPITULO 3

3.1. MATERIALES

3.1.1. Metabolitos vegetales

Acido galico

MATERIALES Y METODOS

Formula: C,H,O,
Mm: 170.12 g/mol

Lote: 098K0245; Sigma-Aldrich
Log P: 0.7

Clasificacion: Acido hidroxibenzoico

Acido cafeico

Formula: C.H,O,

Mm: 180.16 g/mol

Lote: SLBL7069V; Sigma-Aldrich
LogP: 1.2

Clasificacion: Acido hidroxicinamico

Galato de epigalocatequina (GEGC)

Formula: C.H.,O,

Mm: 458.37 g/mol

Lote: SLBL3516V; Sigma-Aldrich
LogP: 1.2

Clasificacion: Flavonoide

(@) OH
HO 1 OH
OH
(@)
HO
OH
o
L,
OH o OH
OH
OH
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Crocina

Formula: C.H..O.,

Mm: 976.96 g/mol

Lote: BCBN1921V; Sigma-Aldrich
Log P: -2.5

Clasificacion: Carotenoide

HOL - OH

Pilocarpus goudotianus

Genero: Pilocarpus
Familia: Rutaceae
Reino: Plantae

Parte de la planta: Hoja y corteza

Origen de la muestra: 11°03° 53” N, 69° 39’
07” O; Sierra de San Luis, Venezuela

3.1.2. Fosfolipidos

Dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC)

Formula: C,.H.NO,P

Mm: 677.93 g/mol

Lote: 850345-02-270; Avanti Polar Lipid

Tm: 24 .3 °C

Clasificacion: Glicerofosfolipido

O
l . CH,
R\ O/ /P\O/\/ N\_ CH3

R=1,2-dimiristoil-sn-glicerol (C,H,0.)
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Dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE)

Formula: C.H,NO,P

Mm: 635.35 g/mol (”3 ’
+/
Lote: 850745-01-069; Avanti Polar Lipid R o0~ /P ~o l\{— H
H
Tm: 50.2 °C 0.

Clasificacion: Glicerofosfolipido

R= 1,2-dimiristoil-sn-glicerol (C,H,0O.)

3.1.3. Otros materiales

Acido hipocloroso (HCIO) se preparé diluyendo una solucién de hipoclorito de
sodio 4-5 % (Sigma-Aldrich, USA) en buffer fosfato PBS (NaCl 150 mM, NaH.PO, 1.9
mM, Na,HPO, 8.1 mM, pH 74). La concentraciéon de hipoclorito se determiné
espectrofotométricamente a 292 nm utilizando € = 350 M -'.cm -'; en estas condiciones
HCIO y su base conjugada CIO- estan presentes en una relaciéon aproximadamente
equimolar *. Las sondas fluorescentes 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) y 6-
dodecanoil-2-dimetilaminonaftaleno (laurdan) fueron adquiridas de Molecular Probe
(Eugene, USA). Las sondas paramagnéticas dcido-5-doxilestearico (5-SASL) y
2,2,6,6-tetrametil- 1-piperidiniloxi (TEMPO), asi como el resto de los reactivos en

grado analitico se compraron a Sigma-Aldrich.

3.2. METODOS

3.2.1. Estudios de difracciéon de rayos X en multibicapas de DMPC y DMPE

La capacidad de los metabolitos vegetales (MVs) para perturbar la estructura
de multibicapas compuestas de los fosfolipidos DMPC y DMPE se determiné mediante
difraccion de rayos X. 2 mg de cada fosfolipido fueron colocados en tubos Eppendorf
y luego se les agregd 150 pL de (a) agua destilada (control) y (b) disoluciones acuosas

de los MVs en el rango de concentraciones de 0.01-2.0 mM. Para evaluar el efecto
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protector de los M Vs, los fosfolipidos se pre-incubaron con los metabolitos durante 10
min y luego con una disolucién de HCIO 10 mM ». Todas las muestras fueron incubadas
durante 30 min en un bafio de agua con agitacion a 30 °C y 60 °C para DMPC y DMPE,
respectivamente. Luego, fueron transferidas a capilares de vidrio de 1.5 mm de
diametro (WJM-Glas, Alemania) y centrifugadas a 2500 rpm por 15 min. A
continuacioén, las muestras fueron difractadas en un generador de rayos X Bruker
Kristalloflex 760 con radiacién Ka de cobre (A=1.52 10\) durante 30 min. Se usaron 2
detectores lineales Hecus M. Braun PSD 50M colocados a 8 y 14 cm de la muestra para
la recoleccion de las difracciones. El tratamiento y andlisis de los datos se realizé en
Origin 7.0 (Origin Lab Corporation, USA) a partir de las intensidades relativas
obtenidas del software ASA, acoplado al equipo. Los experimentos se realizaron a una
temperatura controlada de 18 °C £ 1 °C, la que esta por debajo de la temperatura de
transicion principal de DMPC (24.3 °C) y DMPE (50.2 °C) . Temperaturas mas altas
habrian inducido transiciones a fases mas fluidas, las que dificultan la deteccion de los

cambios estructurales. Cada experimento fue repetido al menos dos veces.

3.2.2. Estudios de calorimetria diferencial de barrido (DSC) en vesiculas de
DMPC y DMPE

El comportamiento termotropico de vesiculas de DMPC y DMPE en presencia
de los MVs fue determinado usando DSC. 80 pL de solucién cloroférmica de DMPC
o DMPE de un stock 10 mM fueron evaporados en las paredes de un tubo de vidrio
aplicando una suave corriente de nitrégeno hasta formar una delgada pelicula de lipido.
A continuacidn, los tubos se colocaron al vacio durante 1 h para eliminar posibles trazas
del solvente. Las peliculas secas fueron entonces hidratadas con una disolucién acuosa
de los MVs en concentraciones entre 0.01-1.0 mM. Vesiculas multilamelares (MLV)
con una concentracion de 1.0 mM de los lipidos fueron formadas calentando la mezcla
hidratada sobre la temperatura de transicion principal de cada fosfolipido (30 °C,
DMPCy 60 °C, DMPE), y agitando en vortex durante 3 min. Los controles consistieron
de MLV formadas a partir de peliculas de lipido hidratadas con agua. Para llevar a cabo
los experimentos de DSC, las muestras fueron previamente desgasificadas entre 30.4—

50.7 kPa a 25 °C por 10 min para evitar la formaciéon de burbujas durante el
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calentamiento. Aproximadamente 400 uL de la suspension de MLV e igual volumen
de agua como referencia se coloco en las celdas de un calorimetro NANO DSC Serie
III (TA Instruments, USA). Las celdas cargadas se equilibraron térmicamente durante
10 min a la temperatura inicial del experimento. Todas las mediciones se realizaron a
una presion de 0.3 MPa. Los datos se recolectaron en el rango de 5—40 °C (DMPC) y
30-70 °C (DMPE) con una velocidad de barrido de 1 °C/min. Similares condiciones
se aplicaron para obtener una linea base del solvente. Los experimentos fueron
realizados por duplicado y cada muestra fue registrada dos veces para comprobar la
reproducibilidad. Los termogramas y datos termodindmicos se obtuvieron mediante el

software Nano Analysis suministrado por TA Instruments.

3.2.3. Estudios de espectroscopia de fluorescencia en vesiculas de DMPC vy

membranas aisladas de eritrocitos humanos

La influencia de los MVs sobre las propiedades fisicas de vesiculas
unilamelares grandes (LUV) de DMPC y membranas aisladas de eritrocitos humanos
sin sellar (IUM) se determiné mediante espectroscopia de fluorescencia utilizando las
sondas DPH y laurdan. DPH es una sonda fluorescente ampliamente usada para evaluar
el comportamiento dindmico de las regiones hidréfobas de las membranas. Sus
mediciones de anisotropia en estado estacionario se correlacionan con la difusion
rotacional del fluor6foro y el empaquetamiento de las cadenas acilicas de los
fosfolipidos . Por otro lado, la sonda anfifilica laurdan muestra un espectro de emision
dependiente de la polaridad del medio en que se encuentra. Su segmento fluorescente
se ubica en una posicion poco profunda de la bicapa, a nivel del esqueleto de glicerol
de los fosfolipidos *. LUV de DMPC se prepararon a partir de la extrusiéon de una
suspension de liposomas multilamelares (MLV) 0.4 mM a través de dos filtros de
policarbonato con poros de 400 nm, a una temperatura sobre la transicion de fase
principal del lipido. Por otro lado, las IUM fueron preparadas por lisis de un paquete
de sangre venosa heparinizada siguiendo el método propuesto por Dodge et. al ». DPH
y laurdan fueron incorporados a las LUV e IUM por adiciéon de 1 pL/mL de
disoluciones 0.5 mM de las sondas disueltas en dimetilsulféxido y etanol,

respectivamente; a continuacion, las muestras se incubaron a 37 °C durante 1 h. Los
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MV:s fueron incorporados en las suspensiones de LUV e IUM mediante la adicion de
una adecuada alicuota de disolucién isoténica de los metabolitos para obtener las
diferentes concentraciones utilizadas en los ensayos.

Las mediciones de anisotropia y polarizacion generalizada se realizaron en un
espectrofluorémetro K-2 (ISS Inc., USA), utilizando el software ISS para recolectar y
analizar los datos. Para DPH y laurdan, la luz de excitacion provino de un laser
modulable ISS de 375 nm. La anisotropia (r) se calcul6 de acuerdo con la definicién: r
= (Iy - I)/(Iy + 2I.), donde I e I son las intensidades de emision fluorescente paralela
y perpendicular, respectivamente respecto a la luz de excitacién verticalmente
polarizada ». Los cambios espectrales de fluorescencia de laurdan se evaluaron
cuantitativamente utilizando el concepto de polarizacion generalizada (PG), definido
por la expresion PG = (I,- L)/(I, + 1), donde I, e 1, corresponden a los mdximos de
emision de laurdan en la fase gel (440 nm) y liquido cristalino (490 nm),
respectivamente *. Las mediciones se realizaron a 18 °C y 37 °C en las LUV de DMPC
y 37 °C en las IUM. La temperatura se mantuvo controlada mediante un bafio de
circulacion externo (Cole-Parmer, USA) acoplado a un termémetro digital (Omega
Engineering Inc., USA). Para cada concentracion ensayada se tomaron 15 mediciones

en tres experimentos independientes.

3.2.4. Estudios de espectroscopia de resonancia paramagnética electronica (EPR)

en vesiculas de DMPC y membranas aisladas de eritrocitos humanos

La resonancia paramagnética electronica (EPR) proporciona informacion
importante sobre el efecto de moléculas exdgenas en las propiedades estructurales y
dindmicas de las membranas lipidicas. LUV de DMPC e IUM fueron preparadas
siguiendo los mismos métodos descritos en la seccion 3.2.3. Se utilizaron las sondas
paramagnéticas 5-SASL y TEMPO, las que se ubican a diferentes profundidades de la
membrana e informan sobre la fluidez y el grado de orden del empaquetamiento
lipidico. 5-SASL posee un grupo NO* localizado cerca de la region de los grupos
polares de la membrana *; de su espectro se determina el pardmetro empirico 2Amax,
el que es una medida de la velocidad de movimiento de la cadena alquilica de la sonda

introducida en el entorno lipidico ». Por otro lado, la sonda TEMPO se reparte en la
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interfase lipido-agua; su espectro permite determinar el contenido de la sonda en la
fraccion hidréfoba (H) e hidrofilica (P) de la membrana. A partir de esta informacion
se obtiene el coeficiente de distribucion F = (H/H+P), que esta relacionado con la
fluidez de membrana *.

Las LUV de DMPC y las IUM fueron etiquetadas con 5-SALS y TEMPO en
una relacion molar lipido-sonda de 100:1 en LUV y 50 pg de sonda/mg de proteina en
IUM. Las muestras se incubaron durante 1 h a 37 °C para permitir la incorporacion de
las sondas a los modelos de membrana. Posteriormente, 30 uL de LUV 50 mM e IUM
2.5 mg de proteina/mL fueron colocados en tubos Eppendorf, y a estos se les agregd
10 pL y 170 pL, respectivamente de la adecuada concentracion del metabolito vegetal
disuelto en buffer fosfato isotonico. Las muestras se incubaron durante 1 h a 37 °C y
luego se centrifugaron a 10,000 rpm por 15 min. A continuacién, 25 pL del
sedimentado se colocé dentro de capilares de vidrio (¢ = 1 mm) y estos fueron
flameados y sellados. Las mediciones de EPR se realizaron en un espectrometro Bruker
EMX-micro operando en la banda X (9 GHz), a una temperatura controlada de 18 °C
y 37 °C para LUV y 37 °C para IUM. Los espectros se obtuvieron a una potencia de
microondas de 2 mW y una amplitud de modulacién de 1.0 G. Se realizaron diez
barridos por muestra de 30 s cada uno. Los experimentos fueron realizados por

triplicado.

3.2.5. Estudios de microscopia electronica de barrido (SEM) en eritrocitos

humanos

Las alteraciones morfoldgicas inducidas por los MVs y su capacidad protectora
frente a HCIO en eritrocitos humanos (RBC) fueron analizadas mediante SEM. 100 uL.
de sangre del dedo de un donante sano se recibieron en un tubo Eppendorf que contenia
900 pL de solucién buffer fosfato (PBS) pH 7.4. La suspension de globulos rojos se
homogeneizd y luego se centrifugé a 1000 rpm por 10 min. A continuacion, el
sobrenadante fue retirado mediante aspiracion y se reemplazé con PBS fresco; este
procedimiento fue repetido tres veces. Posteriormente, 50 uL. de la suspension de RBC
fue colocada en tubos Eppendorf y a estos se les agregd 150 uL de (a) PBS (control),
(b) MVs (0.001-1.0 mM) y (c) HCIO 0.05 mM disueltos en PBS. La capacidad
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protectora de los MVs se evalud incubando previamente los RBC con los metabolitos
(0.001-0.1 mM) durante 20 minutos y luego con 0.05 mM de HCIO. Todas las muestras
se incubaron en un bafio térmico con agitacion durante 1 h a 37 °C. Luego de esto, las
muestras fueron centrifugadas (1000 rpm por 10 min) y el sobrenadante descartado.
Las RBC fueron entonces resuspendidas con 500 pL. de solucién de gluteraldehido 2.5
% en PBS y colocadas en refrigeracion a 4 °C por 24 h. A continuacidn, los eritrocitos
fueron lavados tres veces con 500 pL de agua destilada, y una gota de la suspension
final se coloc6 sobre un portaobjetos de vidrio de 20x20 mm. Los portaobjetos fueron
secados al aire por 12 h y finalmente recubiertos con una delgada capa de oro. Las
observaciones se realizaron en un microscopio electronico de barrido modelo JSM-
6308LV (JEOL, Jap6n). De cada muestra se tomaron al menos cuatro micrografias con

una resolucion de 2500X.

3.2.6. Ensayos de hemoélisis en eritrocitos humanos

La capacidad de los MVs para prevenir la ruptura de la membrana de los
globulos rojos humanos se determiné mediante ensayos de hemdlisis. 10 mL de sangre
fueron obtenidos directamente por puncion en la vena de donantes sanos que no
hubieran recibido tratamiento farmacolégico. La sangre se centrifugd a 2500 rpm
durante 10 min a 4 °C. A continuacion, el sobrenadante y la capa leucocitario fueron
descartados y remplazados por PBS fresco a 4 °C; este procedimiento fue repetido tres
veces. Posteriormente, 150 uL. de la suspension de RBC fueron incubados con las
diferentes concentraciones de los MVs (0.001-1.0 mM). Acido hipocloroso (HCIO)
fue afiadido a las muestras en una alicuota de 150 pL de un stock 5 mM en PBS. Las
muestras se incubaron en un bafio de agitacion durante 15 minutos a 37 °C, y a
continuaciéon fueron centrifugadas durante 5 min a 2500 rpm. La hemdlisis se
determind espectrofotométricamente a 540 nm (Shimadzu UV-mini, Japon) a partir de
la hemoglobina liberada en el sobrenadante de la muestra. El efecto protector se
evidenci6 por la disminucion en el porcentaje de hemdlisis en relacién con un control
de RBC incubadas con 0.5 mM de HCIO. La concentracion inhibitoria media de la
hemolisis (CI 50) se obtuvo usando el método de la curva de regresiéon con mejor ajuste

a partir de los datos obtenidos en los experimentos .
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3.2.7. Tratamiento de los extractos acuosos de hojas y corteza de la planta

Pilocarpus goudotianus
3.2.7.1. Preparacion del material vegetal

Aproximadamente 1 Kg de las hojas y la corteza de la planta Pilocarpus
goudotianus fue recolectado durante las primeras horas de la mafiana en la zona norte
de la Sierra de San Luis (Venezuela); coordenadas 11°03” 53” N, 69° 39 07” O. La
planta fue identificada por el Dr. Luis Lemus (Universidad Nacional Francisco de
Miranda, Venezuela). Las hojas y corteza de la planta fueron secadas a temperatura
ambiente y luego el material seco fue molido y tamizado. 100 g del pulverizado de cada
parte de la planta fue macerado con 250 mL de agua destilada por 48 h. El extracto
acuso se filtr6 y almaceno a -20 °C, para posteriormente ser liofilizado a -15 °C durante

72 h.
3.2.7.2. Determinacion de polifenoles totales

El contenido total de polifenoles (CTP) presente en los extractos acuosos de las
hojas y corteza de P. goudotianus se determiné mediante el método de Folin-Ciocalteu
. El ensayo se realizé mezclando 50 mg de los extractos liofilizados con 2.5 mL de
agua destilada, 250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 1 mL de disolucién de Na,CO.
20 %, el volumen fue completado con agua destilada en un balén de 5 mL; la mezcla
se agitd y se dejo reposar por 30 min. El CTP se determiné espectrofotométricamente
a 760 nm usando una curva estdndar de 4cido galico como referencia . Todas las
dosificaciones de los extractos mostradas en este trabajo estdn expresadas en unidades

milimolares equivalentes de acido galico (mM EAG).
3.2.7.3. Analisis de HPLC-MS

Extractos liofilizados de las hojas y corteza de P. goudotianus (10 mg) fueron
preparados a una concentracion de 9.5 mg/mL en metanol-agua 1:1 v/v. 20 pL de la
solucidn se analiz6 en un sistema LC-ESI-MS/MS que consistia en un HPLC HP 1100
(Agilent Technologies Inc., USA) conectado a un espectrometro de masas Esquire
4000 Ion Trap LC/MS (n) (Bruker Daltonik GmbH, Alemania). Se utilizé una columna
Supelcosil LC-18 300 x 4.0 mm, 5 pm y 120 A (Sigma-Aldrich, USA); a la salida de
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la columna, una bifurcacion dividié el eluyente para la detecciéon simultdnea de
espectrometria UV y de masas. La fase movil utilizada fue acido férmico en agua (10
% v/v, solvente A) y é4cido férmico en acetonitrilo (10 % v/v, solvente B) a una
velocidad de flujo de 1 mL/min, de acuerdo con el siguiente gradiente de elucion: 0-25
min, 5-15 % B; 25-53 min, 15-27 % B; 53-57 min, 27-5 % B; y 57-60 min, 5 % de B.
Los compuestos se detectaron a 280 nm, y los datos espectrales de masas fueron
adquiridos en modo positivo y negativo. La ionizacion se realizé a 3000 V asistida por
nitrégeno como gas nebulizador a 24 psi y como gas de secado a 365 °C con un caudal

de 6 L/min. Todas las exploraciones se realizaron en el rango de 20-2200 m/z.
3.2.8. Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos experimentales se realiz6 mediante el
software Prism 6 (GraphPad Software Inc.). Anélisis de varianza (ANOVA) de una via
y la prueba post hoc de Dunnett se utilizaron para estimar las diferencias entre las
muestras tratadas con los MVs y el control de los experimentos. Valores de p < 0.05

fueron considerados significativos.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1. Estudios de difraccion de rayos X en multibicapas de DMPC y DMPE

La Fig. 14 muestra los patrones de difraccion de rayos X de multibicapas de
DMPC en fase gel, incubadas con agua y concentraciones crecientes de los metabolitos
vegetales acido gélico, 4cido cafeico, galato de epigalocatequina (GEGC), crocina y

los extractos de corteza y hojas de P. goudotianus.
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Fig. 14. Patrén de difraccién de rayos X de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) en agua (H.O), y
disoluciones de (A) acido cafeico, (B) acido gélico, (C) galato de epigalocatequina (GEGC), (D) crocina,
(E) corteza y (F) hojas de P. goudotianus. (SA) y (WA) representan reflexiones de dngulo bajo y amplio,
respectivamente. Fuente: elaboracién propia.
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La estructura tridimensional de las multibicapas de DMPC en su forma
cristalina seca esta principalmente estabilizada por interacciones electroestaticas entre
los grupos fosfato cargados negativamente y los grupos amino de carga positiva. En
esta estructura, las multibicapas de DMPC presentan un espaciado (ancho de la bicapa
més el espacio entre bicapas) de 54 A. Sin embargo, en medio acuoso las moléculas de
agua ocupan los espacios interbicapa de DMPC y producen la expansion del espaciado
a 64 A, observado en las reflexiones de dngulo bajo (SA en Fig. 14) =. La hidratacién
también disminuy¢ las reflexiones de SA a solo los primeros dos ordenes de magnitud
(64 A y 32 A). Por otro lado, solo una reflexién a 4.2 A se observé en la region de
angulo amplio (WA en la Fig. 14), 1a que corresponde a la distancia promedio entre las
cadenas acilicas totalmente extendidas del fosfolipido empaquetadas en un arreglo
hexagonal .

En la Fig. 14 también se aprecia que los metabolitos vegetales (MVs) causaron
significantes perturbaciones estructurales en las multibicapas de DMPC. Esto esta
evidenciado por el debilitamiento en la intensidad de las reflexiones en las regiones de
SA y WA, en una forma dependiente de la concentracion ensayada de los metabolitos
(0.05-2.0 mM). Los extractos de hojas y corteza de P. goudotianus mostraron los
mayores efectos estructurales en las multibicapas de DMPC. De hecho, como puede
observarse en las Figs. 14E y 14F, el incremento en la concentracion de los extractos
disminuye progresivamente la intensidad de las reflexiones tanto en SA como en WA,
las que practicamente desaparecieron a la concentraciéon de 1.0 mM. Por otro lado,
crocina causo las menores perturbaciones en DMPC. La Fig. 14D muestra que solo a
la concentracion mas alta ensayada (2.0 mM), crocina indujo una ligera disminucion
en la intensidad de las reflexiones, particularmente en la region de dngulo bajo (SA en

la figura).
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La Fig. 15 muestra los resultados obtenidos de los experimentos de rayos X en

multibicapas de DMPE incubadas con agua y los MVs.
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Fig. 15. Patron de difraccion de rayos X de dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE) en agua (H.O), y
disoluciones de (A) acido cafeico, (B) acido gélico, (C) galato de epigalocatequina (GEGC), (D) crocina,
(E) corteza y (F) hojas de P. goudotianus. (SA) y (WA) representan reflexiones de dngulo bajo y amplio,
respectivamente. Fuente: elaboracién propia.

Se ha reportado que el agua no afecta la estructura de las multibicapas

construidas de DMPE <. Su patrén de difraccion muestra una intensa reflexion en la

regién de dngulo bajo (SA) centrada en 56 A, indicando un espaciado mucho menor

respecto al de DMPC (64 A). Aunque, al igual que en DMPC, una tnica reflexién

situada a 4.2 A fue encontrada en la region de angulo amplio (WA), corroborando el

empaquetamiento hexagonal de las cadenas carbonadas de DMPE en fase gel. En la
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Fig. 15 también se observa que la presencia de los MVs no causé efectos significativos
sobre la estructura de las multibicapas de DMPE, ya que la intensidad de sus
reflexiones permanecid practicamente inalterada en todas las concentraciones
ensayadas de los metabolitos.

La Fig. 16 muestra la interaccion de acido hipocloroso (HCIO) con las
multibicapas de DMPC y DMPE. Como puede apreciarse en la Fig. 16A, HCIO no
produce efectos significativos en DMPC, incluso a una concentracién de 10 mM. Sin
embargo, en la Fig. 16B se observa que 2.5 mM de HCIO indujo una profunda
perturbacién  estructural en las multibicapas de DMPE, disminuyendo
considerablemente la intensidad de las reflexiones, particularmente la observada en la
region de dngulo bajo (SA). Este debilitamiento en la intensidad de las reflexiones de
DMPE ocurri6 de manera dependiente de la concentracion de HCIO. De hecho, la

concentracion de 10 mM practicamente causé la completa abolicion de la sefial.

(WA) Al (sa) (WA) B

75mM | N A 75mM

10 mM ST — 10 mM

g
N
N 50mM [N A 50mM
N
-

Intensidad Relativa
(20 P
& %)
© _

Espaciado Observado (A)

Fig. 16. Patron de difraccion de rayos X de (A) dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y (B)
dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPE) en agua (H.O) y diferentes concentraciones de 4cido
hipocloroso (HCIO). (SA) y (WA) representan difraccion de dngulo bajo y amplio, respectivamente.
Fuente: elaboracién propia.
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La Fig. 17 presenta los resultados de la capacidad protectora de los MVs ante

los dafios estructurales causados por HCIO en DMPE.
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Fig. 17. Patron de difraccién de rayos X de DMPE en agua (H.O), 4cido hipocloroso (HCIO), y
disoluciones de (A) acido cafeico, (B) 4cido gélico, (C) galato de epigalocatequina (GEGC), (D) crocina,
(E) corteza y (F) hojas de P. goudotianus. (SA) y (WA) representan difraccién de angulo bajo y amplio,
respectivamente. Fuente: elaboracién propia.

La incubacion de las multibicapas de DMPE con HCIO 10 mM causé dafios
estructurales significativos, desapareciendo practicamente las reflexiones. Sin
embargo, la pre-incubacion de DMPE con concentraciones crecientes de los

metabolitos produjo un continuo fortalecimiento en la intensidad de las reflexiones
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tanto en la region de SA como en WA, indicando la neutralizaciéon de los efectos

estructurales causados por HCIO. Las Figs. 17E y 17F muestran que los extractos de

hojas y corteza de P. goudotianus mostraron la mayor protecciéon contra HCIO,

inhibiendo completamente sus efectos estructurales a una concentraciéon de 1.0 mM.

GEGC, 4cido galico y 4cido cafeico mostraron una proteccion similar a 2.0 mM,

mientras que crocina mostré revertir los dafios estructurales de HCIO a 4.0 mM.

4.2. Estudios de calorimetria diferencial de barrido (DSC) en vesiculas de DMPC

y DMPE

En la Fig. 18 se presentan los termogramas obtenidos por DSC de vesiculas

multilamelares grandes de DMPC y de mezclas binarias DMPC/MVs.
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Fig. 18. Termogramas de DSC de vesiculas multilamelares (MLV) de DMPC en presencia de (A) 4cido
cafeico, (B) acido gélico, (C) galato de epigalocatequina (GEGC), (D) crocina, (E) corteza (F) y hojas de
P. goudotianus. Fuente: elaboracion propia.
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Las transiciones de fase en los lipidos estan caracterizadas por picos en el perfil
calorimétrico observado por DSC debido al cambio en la capacidad calorifica del lipido
en funcién de la temperatura ™. La temperatura de transicion principal (Tm)
corresponde al pico maximo en el termograma y su entalpia estd dada por el drea
integrada bajo el pico, dividida por la concentracion del lipido «. Los perfiles
calorimétricos de vesiculas de DMPC puro en la Fig. 18, muestran un agudo y bien
definido pico con una Tm cercana a 24 °C, que surge de la transicion de la fase gel
inclinada (PP’) a la fase liquido cristalino (La). Esta transicién presenté un cambio de
entalpia (AH) medio de 17.8 kJ/mol (ver apéndice 1) y un ancho de pico a la mitad de
su altura (AT,,) de 0.61 °C. Por otro lado, un pico suave y ligeramente ancho fue
detectado alrededor de 15 °C, indicando la temperatura de pre-transicion (Tp) del
lipido. La pre-transicion es un evento tipico en el comportamiento termotrépico de las
fosfatidilcolinas, y corresponde al cambio de la fase gel lamelar (LB') a la fase gel
inclinada. Esta transicion esta asociada principalmente con cambios en las
interacciones de los grupos polares de DMPC.

Los termogramas de mezclas DMPC/MVs muestran que acido cafeico, galato
de epigalocatequina (GEGC), crocina y el extracto de hojas de P. goudotianus,
causaron profundas alteraciones en el comportamiento termotropico de DMPC. Esto
estd evidenciado por una dosis-dependiente disminucién y ampliacion del pico de
transicion principal del lipido junto con su continuo desplazamiento hacia temperaturas
mads bajas (Tabla 2). Sin embargo, como puede observarse en los incisos de la Fig. 18,
el efecto de la concentracion de los metabolitos sobre la Tm del lipido no fue lineal.
Por otro lado, el significante aumento en los valores de AT,, (Tabla 3) demuestra que
estos metabolitos provocaron una transicion de fase menos cooperativa de las
moléculas de DMPC. El incremento en los valores de AT,. esta relacionado con la
desestabilizacion del conjunto de fosfolipidos y la disminucidn del tamafio de la unidad
cooperativa . En la Fig. 18 también puede observarse que todos los metabolitos
provocaron notables efectos sobre la pre-transicion de fase de DMPC. De hecho, la Tp

disminuyo abruptamente como respuesta al aumento de la concentracién de los M Vs,
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hasta desaparecer completamente a concentraciones relativamente bajas (linea azul en
los incisos de la Fig. 18).

GEGC (Fig. 18C) indujo las mayores alteraciones termotrépicas en las
vesiculas de DMPC, ya que sus efectos fueron evidentes en un rango de
concentraciones mucho menor (10-250 uM) al del resto de los metabolitos ensayados
(0.05-1.0 mM). En las Tablas 2 y 3 se aprecia que GEGC a 250 pM causé una variacion
en la temperatura principal de transicion (ATm) de 1.62 °C e incrementd el valor de
AT,, a 3.03 °C. El efecto del resto de los MVs a la concentraciéon de 1.0 mM, sobre el
comportamiento termotropico de DMPC sigui6 el orden: acido cafeico (ATm= 3.24 °C;
AT,=2.77 °C), crocina (ATm= 1.18 °C; AT,= 4.81 °C) y extracto de hojas de P.
goudotianus (ATm= 0.23 °C; AT,,= 2.13 °C); mientras que el extracto de la corteza de
P. goudotianus y 4cido galico mostraron escasa influencia sobre la transicion principal
de DMPC, afectando mayormente la pre-transicion del lipido.

Tabla 2. Temperatura principal de transicion (Tm) de DMPC puro y mezclas binarias
DMPC/metabolitos vegetales obtenida a partir de los termogramas de DSC. Fuente: elaboracién propia.

Acido Acido Crocina  P. goudotianus P. goudotianus GEGC

cafeico gélico Corteza Hojas
Conc. Tm Conc. Tm
[mM] [°C] [uM] [°C]
0.00 24.01 24.03 24.01 24.06 24.06 0.00 24.01
0.05 23.95 24.01 24.03 24.08 24.05 10.0 23.98
0.10 24.00 23.03 2391 24.06 24.03 25.0 2391
0.25 23.29 23.97 23.84 24.07 24.03 50.0 23.79
0.50 21.85 23.86 23.67 24.02 24.02 100 23.35
1.00 20.77 23.57 22.83 23.89 23.83 250 22.39

Concentracién 0.00 mM corresponde a la Tm de vesiculas de DMPC puro.
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Tabla 3. Ancho a media altura del pico principal de transicién (AT..) de DMPC puro y mezclas binarias
DMPC/metabolitos vegetales obtenido a partir de los termogramas de DSC. Fuente: elaboracién propia.

Acido

Acido  Crocina  P. goudotianus P. goudotianus GEGC
cafeico gélico Corteza Hojas
Conc. AT. Conc. AT,
[mM] [°C] (wM]  [°C]
0.00 0.59 0.61 0.59 0.64 0.64 0.00 0.61
0.05 0.72 0.61 0.66 0.62 0.69 10.0 0.73
0.10 0.76 0.60 0.71 0.64 0.67 250 0.84
0.25 1.85 0.62 0.83 0.68 0.84 50.0 1.23
0.50 247 0.68 1.30 0.71 1.05 100 1.79
1.00 2.77 0.76 4.81 0.90 2.13 250 3.64

Concentracién 0.00 mM corresponde a la Tm de vesiculas de DMPC puro.

La Fig. 19 exhibe los termogramas de DSC obtenidos de vesiculas

multilamelares de DMPE en presencia de los MVs.
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Fig. 19. Termogramas de DSC de vesiculas multilamelares (MLV) de DMPE en presencia de (A) 4cido
cafeico, (B) dcido gélico, (C) galato de epigalocatequina (GEGC), (D) crocina, (E) corteza y (F) hojas de
P. goudotianus. Fuente: elaboracion propia.
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DMPE puro (0.00 mM) en el rango de 38-54 °C mostré un Unico y agudo pico
de transicion con una Tm préxima a 50 °C y un valor de AT, de 0.70 °C
correspondiente a la transicion de la fase gel (L) a liquido cristalino (La). El andlisis
de los termogramas de DMPE en presencia de los MVs revel que los extractos de
hojas y corteza de P. goudotianus causaron ligeros cambios en el comportamiento
termotropico de DMPE, alterando la forma y posicion del pico de transicién principal
del lipido (Figs. 19E y 19F). De hecho, a la concentracion de 1.0 mM el extracto de

corteza mostré una variaciéon de temperatura ATm de 0.51 °C y un AT,, de 0.07 °C,

mientras que para el extracto de hojas se obtuvieron valores de ATm=0.32 °C y AT,.=
0.48 °C (Tablas 4 y 5). Por otro lado, GEGC, acido cafeico, acido gélico y crocina no
mostraron influencia en el comportamiento termotrépico de DMPE. En efecto, como
puede observarse en los incisos de las Figs. 19A-19D, la temperatura principal de
transicion de DMPE permanecié practicamente inalterada con el aumento de la
concentracion de estos cuatro metabolitos.

Las tablas 4 y 5 presentan los valores de la temperatura principal de transicion
(Tm) y el ancho a media altura del pico de transicion principal (AT..), respectivamente

obtenidos del proceso de calentamiento de liposomas de DMPE.

Tabla 4. Temperatura principal de transicion (Tm) de DMPE puro y mezclas binarias
DMPE/metabolitos vegetales obtenida a partir de los termogramas de DSC. Fuente: elaboracién propia.

Acido Acido Crocina  P. goudotianus  P. goudotianus GEGC

cafeico gélico Corteza Hojas
Conc. Tm Conc.  Tm
[mM] [°C] (kM]  [°C]
0.00 50.71 48.37 50.73 49.40 49.40 0.00 50.71
0.05 50.66 49.19 50.73 4941 49.40 10.0 50.68
0.10 50.68 49.12 50.67 49.39 49.38 25.0 50.68
0.25 50.52 49.12 50.69 49.46 49.35 50.0 50.72
0.50 50.57 49.09 50.60 49.39 49.25 100 50.67
1.00 50.52 49.17 50.60 4991 49.08 250 50.67

Concentracién 0.00 mM corresponde a la Tm de vesiculas de DMPE puro.
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Tabla 5. Ancho a media altura del pico principal de transicién (AT..) de DMPE puro y mezclas binarias
DMPE/metabolitos vegetales obtenido a partir de los termogramas de DSC. Fuente: elaboracién propia.

Acido Acido Crocina  P. goudotianus P. goudotianus GEGC
cafeico gélico Corteza Hojas
Conc. AT,, Conc. AT,
[mM] °C] LWM]  [°C]
0.00 0.70 0.74 0.68 0.68 0.68 0.00 0.76
0.05 0.71 0.76 0.68 0.72 0.68 10.0 0.75
0.10 0.69 0.74 0.71 0.68 0.84 25.0 0.76
0.25 0.82 0.74 0.69 0.64 0.78 50.0 0.76
0.50 0.95 0.75 0.79 0.66 0.83 100 0.74
1.00 1.06 0.78 0.89 0.74 1.11 250 0.86

Concentracién 0.00 mM corresponde a la Tm de vesiculas de DMPE puro.

4.3. Estudios de espectroscopia de fluorescencia en vesiculas de DMPC vy

membranas aisladas de eritrocitos humanos

Los experimentos de espectroscopia de fluorescencia con las sondas laurdan y

DPH permitieron evaluar la influencia de los MVs sobre el comportamiento dindmico

de vesiculas unilamelares grandes (LUV) de DMPC y membranas aisladas de

eritrocitos humanos sin sellar (IUM). La Fig. 20 muestra el efecto de los MVs en las

mediciones de polarizacion generalizada (PG) de laurdan en LUV de DMPC a 18 °C'y

37°C.
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Fig. 20. Medidas de polarizacién generalizada (PG) de laurdan en vesiculas unilamelares grandes
(LUV) de DMPC a 18 °C y 37 °C tratadas con diferentes concentraciones de dcido cafeico, dcido gélico,
galato de epigalocatequina (GEGC), corteza y hojas de P. goudotianus. ANOVA de una via y prueba
de Dunnett fueron usadas para el andlisis estadistico (apéndice 2). Fuente: elaboracion propia.
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La cuantificacion del cambio espectral de fluorescencia de laurdan a través de
la polarizacion generalizada proporciona informacion sobre la dindmica molecular a
nivel del esqueleto de glicerol del fosfolipido ». La Fig. 20A muestra que a 18 °C, con
excepcion de acido gdlico (curva roja), todos los MVs causaron evidentes alteraciones
en los valores de PG de laurdan. Los cambios en la PG estdn relacionados con el grado
de penetracion de agua en la parte hidrofilica de la membrana, lo que produce
variaciones en la relajacion dipolar de laurdan y el consecuente cambio en su espectro
de emision ™. Los extractos de P. goudotianus (hojas y corteza) y particularmente acido
cafeico mostraron una marcada disminucion en los valores de PG, alcanzando a 100
uM una variacion (APG) respecto al control (0 uM) de 0.09, 009 y 0.28
respectivamente. Este resultado indica un aumento en la fluidez del entorno hidrofilico
de la membrana. Por otro lado, GEGC (curva azul) provocé un ligero aumento en la
PG hasta una concentracion de 20 uM (APG= 0.07), sin cambios significativos en el
resto de las concentraciones. La Fig. 20B muestra la influencia de los MVs en el cambio
espectral de laurdan a 37 °C. GEGC caus6 un sostenido aumento en la rigidez de DMPC
evidenciado por el incremento en los valores de la PG, los que a 100 uM mostraron
una variacion APG= 0.45. En la Fig. 20B también se puede observar que a 37 °C, acido
cafeico indujo una menor disminucién en los valores de PG (APG= 0.13 a 100 uM)
respecto a los registrados a 18 °C. Por otro lado, 4cido galico mostré un suave aumento
en la rigidez de las LUV de DMPC a partir de 80 uM.

La Fig. 21 exhibe los resultados de las mediciones de anisotropia (r) de DPH en
LUV de DMPC a 18 °C y 37 °C en presencia de los MVs. DPH es una molécula
hidr6foba que penetra profundamente en el interior de la membrana, orientdndose
paralela al eje de las cadenas acilicas de los fosfolipidos en la bicapa. En esta ubicacion,
el movimiento de rotacion del fluoréforo queda influenciado por la dindmica de las
cadenas acilicas del lipido . Cualquier molécula que restrinja los movimientos de las
cadenas hidrocarbonadas producird una mayor rigidez de la parte hidréfoba de la
membrana aumentando la anisotropia de DPH. Por otro lado, las interacciones que
resulten en una mayor fluidez de la membrana producirdn una disminucién en los

valores de anisotropia del fluoréforo ».
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Fig. 21. Medidas de anisotropia (r) de DPH en vesiculas unilamelares grandes (LUV) de DMPC a 18
°C y 37 °C tratadas con diferentes concentraciones de dacido cafeico, dcido gdlico, galato de
epigalocatequina (GEGC), crocina, corteza y hojas de P. goudotianus. ANOVA de una via y prueba de
Dunnett fueron usadas para el andlisis estadistico (apéndice 2). Fuente: elaboracion propia.

Como puede observarse en la Fig. 21A, los extractos de P. goudotianus
indujeron los mas importantes cambios en las mediciones de anisotropia de DPH a 18
°C. El aumento de la concentracion del extracto de corteza y particularmente del de
hojas caus6 una disminucién linealmente dependiente en los valores de anisotropia,
alcanzado a 100 uM una variacion (Ar) de 0.06 y 0.08, respectivamente; resultado que
indica un significativo aumento en la fluidez de la zona hidréfoba de las LUV de
DMPC. A 37 °C (Fig. 21B) los extractos de P. goudotianus causaron un efecto mas
moderado en la fluidez de la membrana, disminuyendo el valor de anisotropia de DPH
en 0.01 unidades a 100 uM. En la Fig. 21B también se evidencia que GEGC y crocina
indujeron un significante incremento en los valores de DPH, registrando variaciones
del parametro Ar de 0.03 y 0.04, respectivamente a 100 uM. Este hecho implica que la
presencia de estos metabolitos produjo una mayor restriccion en el movimiento de las
cadenas acilicas de DMPC y una menor fluidez de la membrana.

La Fig. 22 presenta los resultados de las mediciones de PG de laurdan y
anisotropia de DPH en membranas aisladas de eritrocitos humanos sin sellar (IUM) a
37 °C en presencia de los MVs. La membrana del eritrocito humano representa un
modelo ideal para el estudio de las interacciones de compuestos de interés bioldgico
con células humanas y es ampliamente usada para determinar la dindmica de la

membrana plasmatica ™.
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Fig. 22. Medidas de polarizacion generalizada (PG) de laurdan y anisotropia (r) de DPH en membranas
de eritrocitos sin sellar (IUM) a 37 °C, tratadas con diferentes concentraciones de acido cafeico, acido
gélico, galato de epigalocatequina (GEGC), crocina, corteza y hojas de P. goudotianus. ANOVA de una
via y prueba de Dunnett fueron usadas para el andlisis estadistico (apéndice 2). Fuente: elaboracion
propia.

Como puede observarse en la Fig. 22A, GEGC provocé un marcado aumento
en los valores de PG de laurdan, mostrando una variacion en el parametro APG de 0.14
a 100 pM. Por el contrario, acido cafeico y los extractos de hojas y corteza de P.
goudotianus provocaron una disminucion lineal de la PG, alcanzando a 100 uM valores
de APG de 0.12, 0.11 y 0.07, respectivamente. La diminucién en los valores de PG
indica que estos metabolitos causaron un aumento en la cantidad de moléculas de agua
en el segmento hidrofilico de la membrana de las RBC y un consecuente aumento en
su fluidez. Por otro lado, en la Fig. 22B se aprecia que los extractos de hojas y corteza
de P. goudotianus produjeron una considerable disminucién en los valores de DPH
(Ar= 0.05 y 0.06, respectivamente a 100 uM) en las ITUM. Esto demuestra que los
componentes presentes en ambos extractos penetran profundamente en el entorno
hidrofébico de la bicapa, alterando la dindmica de las cadenas acilicas de los

fosfolipidos presentes en la membrana del eritrocito humano.

4.4. Estudios de espectroscopia de resonancia paramagnética electronica (EPR)
en vesiculas de DMPC y membranas de eritrocitos humanos

La Fig. 23 muestra las mediciones de EPR en LUV de DMPC e IUM en
presencia de crocina a 18 °C y 37 °C utilizando las sondas paramagnéticas TEMPO y

5-SASL.
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Fig. 23. Medidas de los pardmetros espectroscopicos F y 2Amax obtenidos por EPR usando las sondas
TEMPO y 5-SASL en LUV de DMPC e IUM tratadas con diferentes concentraciones de crocina.
ANOVA de una via y prueba de Dunnett fueron usadas para el andlisis estadistico (apéndice 2). Fuente:
elaboracion propia.

La sonda TEMPO se reparte entre la parte hidrofébica de la membrana y el
ambiente acuoso, mientras que 5-SASL localiza su grupo nitroxilo (NO®) en el entorno
hidr6fobo cercano a la region polar de la membrana *=. De los espectros EPR de
TEMPO se obtiene el parametro de particion espectroscopico F, que refleja la particion
de la sonda entre la membrana y el medio acuoso *. Por otro lado, el pardmetro 2Amax
obtenido de 5-SASL, estd relacionado con el orden y velocidad de movimiento de las
cadenas acilicas de los fosfolipidos ». En la Fig. 23A se observa que crocina causé un
marcado aumento en el pardmetro F de TEMPO en las LUV de DMPC a 37 °C, sin
mostrar cambios a 18 °C. A 37 °C DMPC se encuentra en estado liquido cristalino, lo
que corresponde a una fase mucho mas desordenada respecto a la fase gel, en la que se
encuentra el lipido a 18 °C. Este resultado indica que crocina indujo un significante
aumento en la cantidad de agua que ingreso al entorno polar de la membrana. Por otra
parte, los resultados de las mediciones obtenidas con la sonda 5-SASL, muestran un
ligero aumento del parametro espectroscopico 2Amax (A2Amax=2.52) en las LUV de
DMPC a 18 °C. Un hallazgo que sugiere que la presencia de crocina causé una mayor
restriccion en el movimiento de las cadenas acilicas en la region de la membrana
adyacente a los grupos polares de DMPC. Como puede observarse en la Fig. 23B, no
se evidenciaron efectos de crocina sobre los valores de F y 2Amax en las ITUM a 37 °C,

indicando escasa interaccion de este carotenoide con la membrana de las RBC.
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4.5. Observaciones de microscopia electronica de barrido (SEM) en eritrocitos

humanos

Las Figs. 24-29 presentan la interaccion y efecto protector contra HCIO de los

MVs en eritrocitos humanos.
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Fig. 24. Interaccion y efecto protector de 4cido cafeico (AC) sobre la morfologia de eritrocitos humanos.
Imégenes de SEM de eritrocitos (A) sin tratamiento (control); incubados con (B) 0.1 mM AC; (C) 1.0
mM AC; (D) 0.05 mM HCIO; (E) 0.05 mM AC y 0.05 mM HCIO y (F) 0.1 mM AC y 0.05 mM HCIO.
Porcentaje de diferentes morfologias de eritrocitos (RBC); (G) interaccion y (H) efecto protector de AC.
Las flechas apuntan a un equinocito (solida) y a un estomatocito (vacia) seleccionado. Las barras
representan la media + desviacion estdndar. Fuente: elaboracion propia.
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Fig. 25. Interaccidon y efecto protector de 4cido gélico (AG) sobre la morfologia de eritrocitos humanos.
Imégenes de SEM de eritrocitos (A) sin tratamiento (control); incubados con (B) 0.05 mM AG; (C) 1.0
mM AG; (D) 0.05 mM HCIO; (E) 0.01 mM AG y 0.05 mM HCIO y (F) 0.025 mM AG y 0.05 mM
HCIO. Porcentaje de diferentes morfologias de eritrocitos humanos (RBC); (G) interaccion y (H) efecto
protector de AG. Las flechas apuntan a un equinocito (solida) y a un estomatocito (vacia) seleccionado.
Las barras representan la media + desviacion estdndar. Fuente: elaboracién propia.
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Fig. 26. Interaccion y efecto protector de galato de epigalocatequina (GEGC) sobre la morfologia de
eritrocitos humanos. Imagenes de SEM de eritrocitos (A) sin tratamiento (control); incubados con (B)
10 uM GEGC; (C) 50 uM GEGC; (D) 50 uM HCIO; (E) 2.5 uM GEGC y 50 uM HCIO y (F) 5.0 uM
GEGC y 50 pM HCIO. Porcentaje de diferentes morfologias de eritrocitos humanos (RBC); (G)
interaccién y (H) efecto protector de GEGC. Las flechas apuntan a un equinocito (solida) y a un
estomatocito (vacia) seleccionado. Las barras representan la media + desviacién estdndar. Fuente:
elaboracion propia.
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Fig. 27. Interaccion y efecto protector de crocina (CRO) sobre la morfologia de eritrocitos humanos.
Imégenes de SEM de eritrocitos (A) sin tratamiento (control); incubados con (B) 0.1 mM CRO; (C) 1.0
mM CRO; (D) 0.05 mM HCIO; (E) 0.05 mM CRO y 0.05 mM HCIO y (F) 0.1 mM CRO y 0.05 mM
HCIO. Porcentaje de diferentes morfologias de eritrocitos humanos (RBC); (G) interaccion y (H) efecto
protector de CRO. Las flechas apuntan a un equinocito (solida) y a un estomatocito (vacia) seleccionado.
Las barras representan la media + desviacion estdndar. Fuente: elaboracién propia.
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Fig. 28. Interaccion y efecto protector del extracto de la corteza de Pilocarpus goudotianus (P. corteza)
sobre la morfologia de eritrocitos humanos. Imédgenes de SEM de eritrocitos (A) sin tratamiento
(control); incubados con (B) 0.025 mM P. corteza; (C) 0.5 mM P. corteza; (D) 0.05 mM HCIO; (E) 0.01
mM P. corteza y 0.05 mM HCIO y (F) 0.025 mM P. corteza y 0.05 mM HCIO. Porcentaje de diferentes
morfologias de eritrocitos humanos (RBC); (G) interaccién y (H) efecto protector de P. corteza. Las
flechas apuntan a un equinocito (solida) y a un estomatocito (vacia) seleccionado. Las barras representan
la media + desviacion estdndar. Fuente: elaboracidon propia.
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Fig. 29. Interaccion y efecto protector del extracto de las hojas de Pilocarpus goudotianus (P. hojas)
sobre la morfologia de eritrocitos humanos. Imédgenes de SEM de eritrocitos (A) sin tratamiento
(control); incubados con (B) 0.01 mM P. hojas; (C) 0.25 mM P. hojas; (D) 0.05 mM HCIO; (E) 0.005
mM P. hojas y 0.05 mM HCIO y (F) 0.01 mM P. hojas y 0.05 mM HCIO. Porcentaje de diferentes
morfologias de eritrocitos humanos (RBC); (G) interaccién y (H) efecto protector de P. hojas. Las
flechas apuntan a un equinocito (solida) y a un estomatocito (vacia) seleccionado. Las barras representan
la media + desviacion estandar. Fuente: elaboracidn propia.

Como se muestra en las Figs. 24A-29A, eritrocitos humanos incubados con PBS
pH 7.4 (control) muestran una morfologia discoidea-biconcava caracteristica de
eritrocitos normales o discocitos ™. En las Figs. 24C-29C se puede observar que todos

los MVs indujeron alteraciones en la forma de los eritrocitos, cambiando su morfologia
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normal a equinocitos (células caracterizadas por la presencia de espiculas), efecto que
fue marcadamente dependiente de la concentracion del metabolito. De hecho, GEGC a
100 pM y el extracto de las hojas de P. goudotianus a 0.250 mM mostraron los efectos
morfolégicos mas agudos en los RBC, causando la transformacion del 87 % y 72 %,
respectivamente de los globulos rojos a equinocitos. El resto de los MVs siguié el
orden: extracto de corteza de P. goudotianus (0.50 mM, 57 %), acido gélico (1.0 mM,
68 %), dcido cafeico (1.0 mM, 40 %) y crocina (1.0 mM, 16 %). Por otro lado, las Figs.
24D-29D muestran que la incubacién de los RBC con 0.05 mM de HCIO causé severos
cambios morfoldgicos, transformando cerca del 95 % de las células, principalmente a
la forma de estomatocito (células caracterizadas por presentar profundas
invaginaciones en su interior). Sin embargo, con excepcidén de crocina, la pre-
incubacién de los eritrocitos con los MVs produjo una evidente disminucion de las
alteraciones morfoldgicas causadas por 0.05 mM de HCIO, en una manera dependiente
de la concentracién de los metabolitos. GEGC (Figs. 26F y 26H) y el extracto de hojas
de P. goudotianus (Figs. 29F y 29H) mostraron la mas resaltante capacidad protectora,
disminuyendo las alteraciones morfoldgicas causadas por HCIO a 25 % y 28 % a las
concentraciones de 5 uM y 10 uM respectivamente. Ademas, las alteraciones inducidas
por HCIO en los RBC fueron también significantemente reducidas por el extracto de la
corteza de P. goudotianus (29 %, Fig. 28H) y acido gélico (46 %, Fig. 25H) a la
concentracién de 0.025 mM. Acido cafeico (Fig. 24H) present6 el menor efecto
protector, disminuyendo las alteraciones morfoldgicas en las RBC a 49 % a 0.1 mM,
mientras que crocina no mostrd proteccion de los RBC en las concentraciones
ensayadas. Las Figs. 24G-29G muestran el porcentaje de diferentes morfologias de una
poblacion de eritrocitos humanos incubadas con los MVs, y las Fig. 24H-29H exhiben
la capacidad protectora de los MVs contra las alteraciones morfoldgicas causadas por

HCIO.
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4.6. Ensayos de hemdlisis en eritrocitos humanos

La Fig. 30 exhibe la capacidad protectora de los MVs ante la lisis inducida por
0.5 mM de HCIO en eritrocitos humanos.
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Fig. 30. Porcentaje de hemolisis de eritrocitos humanos (RBC) incubados con 0.5 mM de HCIO y
diferentes concentraciones de (A) 4cido cafeico, (B) acido gélico, (C) galato de epigalocatequina

(GEGC), (D) crocina, extractos de (E) corteza y (F) hojas de Pilocarpus goudotianus. Fuente:
elaboracion propia.
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En la Fig. 30 puede observarse que los MVs dentro del rango de
concentraciones ensayadas no inducen hemolisis en los eritrocitos humanos (barras
negras). Sin embargo, con excepcion de crocina que no evidencid efectos
antihemoliticos significativos, los MVs mostraron una progresiva disminucién de la
lisis inducida por HCIO 0.5 mM en los RBC (barras rojas). Estos resultados demuestran
la capacidad de los compuestos vegetales de proteger los eritrocitos humanos de la lisis
causada por HCIO. La concentracion inhibitoria media de la hemdlisis (CI 50)
presentada en la Tabla 6, muestra que GEGC y el extracto de las hojas de P.
goudotianus presentaron la mayor proteccion contra HCIO, con una CI 50 de 0.03 mM
y 0.07 mM, respectivamente. La CI 50 indica la concentracion del metabolito que logra
reducir al 50 % la lisis de HCIO en las células rojas . El extracto de la corteza de P.
goudotianus (CI 50 = 0.12) y acido gélico (CI 50 = 0.13) mostraron un similar
comportamiento inhibitorio; mientras que el acido cafeico a la concentracion mds alta
ensayada (1.0 mM) logré disminuir la hemdlisis de HCIO a 42 % con una CI 50 de
0.87 mM.

Tabla 6. Concentracion inhibitoria media de la hemdlisis causada por HCIO en eritrocitos humanos (CI
50) para cada uno de los metabolitos vegetales. Fuente: elaboracién propia.

Metabolito vegetal [Crrlllfd(;
Acido cafeico 0.87
Acido gilico 0.13
GEGC 0.03
Crocina -

Corteza de P. goudotianus 0.12
Hojas de P. goudotianus 0.07

GEGC, galato de epigalocatequina

4.7. Contenido e identificacion de compuestos fenélicos en el extracto de hojas y
corteza de Pilocarpus goudotianus
El contenido total de compuestos fendlicos en los extractos acuosos de hojas y

corteza de la planta Pilocarpus goudotianus es mostrado en la Tabla 7.
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Tabla 7. Contenido total de polifenoles expresado como equivalentes de acido gélico (EAG) en los
extractos de P. goudotianus. Fuente: elaboracion propia.

Extracto mg EAG/g de extracto seco
Hojas 1014
Corteza 129.6

La Tabla 8 contiene las sefiales m/z precursoras y las fragmentaciones obtenidas
en polaridad positiva y negativa para los 29 picos cromatograficos detectados en el
extracto acuoso de la corteza de P. goudotianus. Las identificaciones tentativas se
basaron en: (1) correlacién entre ambas polaridades (aunque, hubo compuestos
observados solo en un modo de ionizacion) y presencia de aductos, y (2) comparacion
de la fragmentacion experimental con la bibliografia disponible y bases de datos de
fragmentacion. Los compuestos observados en ambas polaridades se marcaron como
M+H o M-H. Se detectaron aductos de sodio, formas diméricas u otros aductos que en
algunos casos fueron ttiles para confirmar una identificacion (datos no incluidos en la
tabla). Basado en la identificacion, los compuestos detectados en el extracto de la
corteza de P. goudotianus son principalmente flavonoides y 4cido fendlicos; de este
ultimo grupo se puede distinguir la presencia de los dcidos galoilquinico (pico 1),
digaloilquinico (picos 3y 5) y cafeoilquinico (pico 6). Entre los flavonoides se destaca
la presencia de las catequinas, epicatequina (Pico 8) y galato de epicatequina (pico 12),
asi como los glucésidos, apigenina-di-C-hexdsido (pico 10), patuletina-O-hexdsido
(pico 21) y floretina-C-dihexdsido (pico 22). El pico 2 mostré en polaridad negativa la
sefial m/z 655, que aunque no se identifico en la literatura su fragmentacion en m/z 493
y m/z 331 indicaria la pérdida sucesiva de dos unidades de 162 Da. Ademas, la
observacion de los fragmentos de baja intensidad m/z 271 y m/z 313 sugieren que el
compuesto podria corresponder a galoil-O-triglucosido. El pico 15 se asigné como
dimetoxiquercetina-O-pentdsido, aunque no hubo bibliografia para su comparacion;
los fragmentos de baja intensidad m/z 331, m/z 315, m/z 275 y m/z 284 sugirieron la
presencia de dimetoxiquercetina. El pico 24 fue asignado como (iso)pentil-O-

trihexdsido basado en los fragmentos m/z 411 y m/z 249, y en la fragmentacion de m/z
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411, identificado como (iso)pentil-O-dihexosido ', asi como por la pérdida de 162 Da
caracteristica de los hexdsidos. Sin embargo, no se encontrd literatura para su

comparacion. Algunos picos no fueron identificados.

Tabla 8. Compuestos identificados en el extracto acuoso de la corteza de P. goudotianus. Fuente:
elaboracion propia.

Polaridad positiva

Pico tr M+H Fragmentos MS: Identificacién Ref.
[min] [m/z] [m/z]
9 120 372 210 192 Acido cafeoil hidroxicitrico 111
10 147 595 577 457 559 529 475 541 Apigenina-di-C-hexdsido 112
15 180 463 331 335 275 445 315 Dimetoxiquercetina-O-pentosido

Polaridad negativa

Pico tr M-H Fragmentos MS: Identificacién Ref.
[min] [m/z] [m/z]
1 24 343 191 168 173 124 155 Acido galoilquinico 113
2 28 655 493 331 595 433 271 373 Galoil-O-triglucosido
3 33 495 343 325 168 477 192 475 Acido digaloilquinico 113,114
5 53 495 343 325 169 193 Acido digaloilquinico (II) 113,114
305 221 179 219 261 165 125 Epigalocatequina 115,116
6 6.4 354 192 Acido cafeoilquinico 117,118
8§ 108 289 245 205 178 271 203 124 Epicatequina 119,120
10 147 594 473 503 353 383 575 Apigenina-di-C-hex6sido 121,122
12 157 475 313 Platifilosido 123
448 289 168 331 271 193 397 Epicatequina-O-galato 120,124
17 192 596 287 441 Eriodictiol-O-rutinosido 110,125
20 218 552 389 536 374 Dihidroxil-cafeoil matairesinol 126
21 251 639 331 475 316 Patuletina-O-hex6sido 127
583 421 Lamiridosina-di-O-hex6sido 128
222677 598 477 357 3871 460 579 Floretina-C-dihexdsido 110,117
24 285 574 411 249 Isopentil-O-trihexésido
28 320 610 301 Hesperetina-O-rutinésido 110,129

La tabla 9 exhibe las sefiales m/z y fragmentaciones de los 38 picos detectados

en el extracto acuoso de las hojas de P. goudotianus. Se identificaron los acidos
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fendlicos, galoilquinico (pico 1), digaloilquinico (pico 4), cumaroilquinico (pico 6),
cumaroilhexarico (pico 7) y cafeico (pico 12). Por otro lado, se detecté una abundante
presencia de flavonoides-O-glucésidos, entre los que se distinguen miricetina-O-
galoilhexdsido (pico 13), apigenina-di-C-hexésido (pico 14), quercetina-O-
galoilhexdsido (pico 19), siringetina-O-hexdsido, pseudobaptigenina-O-hexdsido
(pico 23), espinacetina-O-gentiobiosido y patuletina-O-rutinosido (pico 25),
kaemferol-O-rutinosido (pico 26) y tricina-O-hexdsido (pico 34). Algunas
identificaciones se repiten, lo que se explica debido a la aparicion de isémeros como el
acido cafeoil hidroxicitrico (picos 5 y 14), miricetina-O-ramnosil hexdsido (picos 13,
18 y 19), isoramnetina-O-rutinosido (picos 25, 27 y 30), 4cido hexdrico (picos 5y 9),
digaloilpentosa (picos 9 y 12) y patuletina-O-gentiobidsido (picos 22 y 23). Los picos
29, 32 y 36 mostraron la presencia de biflavonas de tipo biapigenina. El pico 37 se
identific6 como una pentahidroxi-metoxi flavona que probablemente corresponderia a
patuletina . Se observé coelucion para algunos picos, lo que se deberia a la

complejidad del extracto. Otros picos no fueron identificados.

Tabla 9. Compuestos identificados en el extracto acuoso de las hojas de P. goudotianus. Fuente:
elaboracion propia.

Polaridad positiva

Pico tr M+H Fragmentos MS: Identificacién Ref.
[min] [m/z] [m/z]
5 54 371 209 Acido cafeoil hidroxicitrico 111
12 12.0 181 163 135 97 95 121 Acido cafeico 117
14 147 596 577 457 559 529 475 Apigenina-di-C-hexésido 112,131
372 210 192 Acido cafeoilhidroxicitrico 111
19 186 687 525 Nuzhenida 132
627 319 481 465 581 Miricetina-O-ramnosil 133
hexdsido
23 214 448 285 309 329 Dihidroxi-methoxi isoflavona- 134,135
O-hexdsido
446 283 327 185 Pseudobaptigenina-O- 134,136
hexdsido
25 264 672 509 347 Espinacetina-O-gentiobiosido 137
25 264 641 333 495 479 605 318 Patuletina-O-rutindsido 133
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Tabla 9. (continuacion)

Pico tr M+H Fragmentos MS: Identificacion Ref.
[min] [m/z] [m/z]
27 30.8 626 479 317 462 Isoramnetina-O-rutindsido 133,138
34 377 493 331 Tricina-O-hex6sido 139,140
35 385 509 347 Dimetoximiricetina-O- 141
hexdésido
Polaridad negativa
Pico tr M-H Fragmentos MS: Identificacion Ref.
[min] [m/z] [m/z]
1 24 343 168 191 172 124 Acido galoilquinico 114,124
4 49 552 515 353 483 533 537 191 Acido clorogénico 118
495 343 325 457 459 439 193 Acido digaloilquinico 113,114
5 55 483 271 313 331 211 169 Digaloilglucosa 142,143
305 179 221 219 261 247 125 Epigalocatequina 115,116
209 190 84 146 162 Acido hexdrico 110
6 59 337 162 172 190 Acido cumaroilquinico 144,145
7 6.4 355 190 208 337 Acido cumaroilhexdrico 110,133
9 7.7 454 313 327 168 285 225 182 Digaloilpentosa 114
209 190 84 Acido hexdrico 110
11 93 374 168 313 124 150 329 209 Acetil-galoil glucosa 120
12 118 452 313 169 Digaloilpentosa 114
401 269 160 233 305 124 alcohol benzil hexosa 146
13 140 631 479 317 Miricetina-O-galoil hexdsido 118,147
623 597 317 427 289 Miricetina-O-ramnosil hexdsido 148,149
14 145 594 473 353 503 383 515 Apigenina-di-C-hex6sido 121,122
15 15.6 808 645 Epimedina B 150
475 313 Platifilosido 123
17 169 480 317 271 Miricetina-O-hexdsido 124,147
18 179 626 316 271 607 287 359 179 Miricetina-O-ramnosil hexésido 148
477 313 433 459 168 162 Acido hidroxicinamico-galoil 120
hexdésido
19 187 686 523 Nuzhenida 132
616 463 301 Quercetina-O-galoil hexésido 118,147
21 200 646 479 316 493 299 610 Miricetina-galoilmetil hexdsido 114
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Tabla 9. (Continuacién)

Pico tr M-H Fragmentos MS: Identificacién Ref.
[min] [m/z] [m/z]
22 200 510 346 494 491 331 Siringetina-O-hexésido 151
20.4 786 330 621 315 519 639 770 Digaloil-HHDP-hexo6sido 152,153
656 347 331 640 303 Patuletina-O-gentiobiosido 153
23 209 656 346 331 640 637 303 Patuletina-O-gentiobiosido (II) 153
24 243 770 315 605 623 300 271 423 Isoramnetina glucosil-di- 154
ramnosido
25 259 640 331 316 624 373 Patuletina-O-rutinosido 127
624 315 459 300 271 Isoramnetina-O-rutinosido 110,155
26 269 594 285 255 327 Kaempferol-O-rutinosido 156
493 331 Patuletina-O-hexdsido 127
27 303 624 315 608 300 271 357 255 Isoramnetina-O-rutinosido 110,155
28 309 478 315 462 300 357 271 Isoramnetina-O-hexésido 128,157
29 319 610 301 Hesperetina-O-rutinosido 110,120
537 375 520 Biapigenina 158,159
30 33.1 624 315 300 271 255 Isoramnetina-O-rutinosido 110,155
32 349 654 345 330 287 638 302 Dimetoxiquercetina-O- 110,160
coumaroil hexésido
644 493 331 481 316 345 507 Patuletina-O-galoil hexdsido 127
538 375 Biapigenina (IT) 158,159
504 371 160 464 Metoxiluteolina-C-acetil 118
hexésido
507 492 345 330 Dimetoximiricetina-O-hexésido 114,160
36 40.7 626 579 301 Quercetina-O-dihexdsido 156
538 375 493 Biapigenina (IIT) 158,159
37 431 331 316 209 272 181 165 Pentahidroxi-metoxi flavona
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CAPITULO 5

DISCUSION

Muchos metabolitos vegetales (MVs) obtenidos de la dieta son asociados con
una amplia gama de resultados benéficos para la salud humana *. Sin embargo, escasos
estudios han sido dirigidos a evaluar el efecto de estos compuestos sobre las
propiedades biofisicas de la membrana plasmética y su relacién con el papel protector
de estos metabolitos a nivel celular "s. En el presente estudio se investigd las
interacciones de cuatro metabolitos comerciales de origen vegetal y dos extractos de
planta con eritrocitos humanos (RBC) y modelos moleculares de su membrana celular.
La membrana del eritrocito aunque menos especializada que otras membranas
celulares, mantiene suficientes funciones en comun con aquellas, para ser considerada
representativa de la membrana plasmatica en general ©. Los MVs en estudio se eligieron
por ser representativos de las principales familias de metabolitos vegetales: acidos
fendlicos (acido gélico y cafeico), flavonoides (galato de epigalocatequina, GEGC) y
carotenoides (crocina). La planta Pilocarpus goudotianus < se seleccioné basado en
informes de los pobladores de la zona sur de la Sierra de San Luis (Falc6n, Venezuela),
que utilizan tradicionalmente la hoja y corteza de la planta por sus propiedades
antioxidantes y plaguicidas.

Los estudios de difraccion de rayos X realizados en multibicapas de los
fosfolipidos DMPC y DMPE en fase gel demostraron que los MVs inducen profundas
perturbaciones estructurales en DMPC, tanto a nivel de las cadenas acilicas como en la
region de las cabezas polares. Sin embargo, no se observaron efectos en las
multibicapas de DMPE. Ambos fosfolipidos difieren solo en el grupo amino terminal
de su cabeza polar, que es ‘NH. en DMPE y -N(CH.), en DMPC. El menor tamafio y
mayor carga efectiva del grupo amino de DMPE permite a sus moléculas formar una
fuerte red de interacciones electroestaticas y enlaces de hidrogeno, lo que produce un
arreglo mucho mas compacto respecto al formado por DMPC «. Este estrecho

empaquetamiento de las moléculas de DMPE deja muy poco espacio entre sus bicapas;
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por lo tanto, moléculas como el agua o los M Vs practicamente no afectan su estructura.
Por otro lado, DMPC presenta grandes espacios entre sus bicapas debido al voluminoso
grupo ‘N(CH.). y su imposibilidad de formar puentes de hidrogeno entre sus moléculas.
En un ambiente acuoso estos espacios son ocupados por moléculas de agua,
ensanchando aun mads los espacios interbicapa. Este mecanismo también podria
permitir a moléculas como las de los MVs ingresar en los espacios interlamelares de
DMPC causando las perturbaciones estructurales observadas. De hecho, con excepcion
de crocina, los MVs causaron un dosis-dependiente debilitamiento en la intensidad de
las reflexiones de DMPC, hasta pricticamente su completa desaparicion a la
concentracion mas alta ensayada. Esto indica que la estructura periddica del arreglo
multilamelar de DMPC fue completamente perturbada. Resultados similares han sido
reportados para otros compuestos de origen vegetal y extractos de plantas . La débil
interaccién mostrada por crocina puede estar relacionada con el tamafio de esta
molécula, lo que le dificultaria su ingreso en los espacios interbicapa de DPMC.

Los datos obtenidos por calorimetria diferencial de barrido (DSC) muestran que
los MV causaron un pronunciado efecto en el comportamiento termotrépico de DMPC
sin causar cambios significativos en la transicion de fase de DMPE. Un resultado que
también puede ser explicado basado en el empaquetamiento mds compacto de las
moléculas de DMPE. Los perfiles calorimétricos de las mezclas DMPC/MV's muestran
que la progresiva incorporacion de los metabolitos caus6 una marcada alteracion en la
temperatura de pre-transicion (Tp) del lipido, cambios que son asociados con
distorsiones en el ordenamiento conformacional de las cabezas polares de las moléculas
de lipido . Esto indica que todos los MVs disminuyeron la estabilidad térmica del
estado gel de DMPC *, probablemente debido a una fuerte interaccion electroestatica
entre los metabolitos y los grupos polares del lipido. De hecho, solo fue posible
registrar la Tp hasta 0.5 mM en la mayoria de los compuestos, mientras que GEGC
causO su completa desaparicién a la concentracién mds baja ensayada (10 uM),
mostrando esta catequina los mayores efectos termotrépicos. Por otro lado, la
disminucion y ampliacién del pico principal, junto con el descenso en la temperatura

de transicién, indican que GEGC, 4cido cafeico, crocina y el extracto de hojas de P.
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goudotianus causaron una significativa perturbacion del proceso de fusion de DMPC.
Las transiciones de fase en bicapas de fosfolipidos desde el estado gel al liquido
cristalino estdn relacionadas con una disminucion de las interacciones hidréfobas de
van der Waals entre las cadenas acilicas de los lipidos . Un hecho que disminuye
significativamente la cooperatividad de las moléculas del lipido durante el cambio de
fase . Por lo tanto, es posible suponer que las moléculas de estos metabolitos penetran
en alguna medida en la region hidréfoba de la bicapa de DMPC, comportamiento que
ya ha sido reportado de GEGC y 4cido cafeico ". La conclusion de que GEGC, acido
cafeico, crocina y el extracto de hojas de P. goudotianus perturban el ordenamiento
molecular de DMPC, tanto en los grupos polares como en la regién de las cadenas
acilicas, es también respaldada por los resultados de difraccion de rayos X.

La estructura de un compuesto determina en gran medida su modo de
interacciéon con las membranas bioldgicas ™. Factores como polaridad, nimero y
distribucion de grupos hidroxilo y capacidad para formar puentes de hidrogeno pueden
influir significativamente en los tipos de interacciones que se producen entre un
metabolito y la bicapa lipidica ™. Muchos polifenoles muestran afinidad por la bicapa
uniéndose a los grupos de cabeza polar de los lipidos cerca de la superficie (adsorcion),
o penetrando en la interfaz de la bicapa (absorcién) »=. La capacidad de GEGC para
afectar la estructura de los sistemas compuestos por DMPC, se debe principalmente a
su habilidad para formar enlaces de hidrégeno con los grupos polares de este
fosfolipido. La molécula de GEGC puede formar hasta 19 enlaces de hidrogeno (11
como aceptor y 8 como donante), el nlimero mds alto entre las catequinas presentes en
el té verde . Estudios comparativos muestran que la afinidad de GEGC por DMPC es
1000 veces mayor que la de epicatequina (EC) o epigalocatequina (EGC) (ambas sin
el grupo galato), lo que demuestra que la presencia del grupo galato y el nimero de
grupos OH, desempefian un papel clave en las interacciones de GEGC con DMPC .
Tomando en cuenta el coeficiente de particion octanol-agua de GEGC (log P3 = 1.2,
PubChem, 2011), no se espera una marcada lipofilicidad de esta catequina. Sin
embargo, el caricter anfifilico de GEGC le podria permitir insertar la parte hidr6foba

de su molécula entre las cadenas acilicas de DMPC, mientras que su grupo galato
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interactuaria de manera preferencial con las cabezas polares del lipido ”. Esta
conclusion también es apoyada por los estudios de fluorescencia, los que muestran que
GEGC redujo marcadamente la fluidez de la zona hidrofilica de vesiculas de DMPC y
membranas de eritrocitos, con moderados efectos en el nicleo hidréfobo de estos
modelos de membrana.

Por otro lado, 4cido cafeico (log P3 = 1.2, PubChem, 2010) con un coeficiente
de particion semejante al de GEGC, posee un grupo carboxilico polar (pKa = 4.4, =)
que le permitiria interactuar fuertemente con los grupos polares de DMPC via enlaces
de hidrégeno. Los datos obtenidos del cambio espectral de laurdan mostraron que acido
cafeico caus6 un marcado aumento de la fluidez en la zona polar de DMPC,
principalmente en fase gel (18 °C). Este resultado implica que 4cido cafeico provoco
una desestabilizacion significativa de los grupos polares del fosfolipido, permitiendo
un mayor ingreso de agua a la membrana *. Este hecho disminuirfa las fuerzas
hidréfobas entre las cadenas acilicas de DMPC, facilitando las transiciones
conformacionales trans a gauche caracteristicas de la fase cristalina (La) 7, lo que
explicaria el dramatico cambio en el comportamiento termotrépico del lipido
observado por DSC. Un efecto similar podria ser esperado de acido galico (pKa =441
#); sin embargo, los termogramas de DSC muestran escasa influencia de este
metabolito en la transicion de fase principal de DMPC. Un hallazgo consistente con los
efectos observados en los experimentos de fluorescencia, donde acido galico mostrd
solo una ligera rigidizacién de la zona polar de DMPC sin causar alteraciones en su
entorno hidréfobo. Estudios realizados por Salcedo et al.  demuestran que la presencia
de acido galico disminuye el potencial dipolar de los grupos polares de DMPC,
ocasionando cambios en el empaquetamiento del lipido y el potencial eléctrico de la
membrana, lo que explicaria los resultados de difraccion de rayos X obtenidos con este
metabolito.

El analisis de los extractos acuosos obtenidos de las hojas y corteza de la planta
Pilocarpus goudotianus mostr6 una amplia variedad de compuestos fendlicos,
principalmente esteres derivados de 4cidos fendlicos y flavonoides-O-glucdsidos. En

el extracto de la corteza se identificaron tentativamente 20 metabolitos, en su mayoria
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esteres de dcido quinico, catequinas y formas glucosadas de los flavonoides patuletina
y apigenina. Por otro lado, en el extracto de las hojas se encontr6 una mayor abundancia
de polifenoles, permitiendo identificar 50 compuestos, de los que destaca la presencia
de esteres de 4cido quinico y formas glucosadas de miricetina, patuletina, isoramnetina
y quercetina. Estos compuestos, particularmente los flavonoides, han sido sefialados
por su potente actividad antioxidante **. Ambos extractos causaron profundas
alteraciones dindmicas en vesiculas unilamelares grandes (LUV) de DMPC y en
membranas aisladas de eritrocitos humanos sin sellar (IUM), aumentando
significativamente la fluidez tanto del entorno hidrofébico como de la regién de los
grupos polares. Este fuerte efecto en ambos entornos de la membrana es atribuido a las
diferencias estructurales de la amplia variedad de compuestos presente en los extractos.
Resultados similares han sido reportados de otros extractos acuosos de plantas con alto
contenido de compuestos fendlicos *+. Por otro lado, el ensanchamiento del pico de
transicion principal de DMPC y DMPE indica que los componentes presentes en los
extractos modularon el comportamiento termotropico de ambos lipidos, reduciendo la
cooperatividad de sus moléculas durante el proceso de fusion. La discrepancia de estos
resultados con los obtenidos de la difraccion rayos X, que mostrd que los extractos solo
causan perturbaciones en DMPC y no en DMPE, se puede atribuir a la diferencia entre
los modelos de membrana usados en cada técnica. Los liposomas multilamelares
(MLYV) usados en DSC representan un modelo de membrana mads fluido debido a su
curvatura, lo que permitiria una mayor interaccion de los compuestos presentes en los
extractos respecto al modelo mas compacto de multibicapas usado en rayos X ™.

Por otro lado, crocina es un carotenoide aislado del azafran particularmente
soluble en agua. Quimicamente, este metabolito es un diéster del disacdrido gentiobiosa
y el acido dicarboxilico crocetina . Los carotenoides presentan espectros de absorcion
caracteristicos entre 400 y 500 nm ®, dificultando los estudios de polarizacion
generalizada con la sonda laurdan, que posee méaximos de emision entre 440 y 490 nm
*. Por lo tanto, la influencia de crocina sobre la region hidrofilica de LUV de DMPC e
IUM se determind mediante espectroscopia de resonancia paramagnética electronica

(EPR). A partir de esta técnica se puede obtener valiosa informacion sobre el efecto de
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carotenoides en las propiedades estructurales y dindmicas de las membranas lipidicas
». Los espectros de EPR de la sonda 5-SASL mostraron que crocina indujo una ligera
restriccion en la movilidad de las cadenas acilicas en la region préxima a los grupos
polares de DMPC a 18 °C. Interesantemente, a 37 °C crocina causd un profundo
incremento en la dindmica molecular de los grupos polares de DMPC sensados por
TEMPO, mientras que los resultados de fluorescencia usando DPH indicaron una
marcada disminucién en la fluidez del nicleo hidréfobo. Este comportamiento también
ha sido reportado de los carotenoides zeaxantina y violaxantina en bicapas de DMPC
usando EPR ». En fase gel (18 °C), una molécula marcadamente soluble como crocina
(Xlog P3 =-2.5, PubChem 2017) se mantendria preferentemente en la interfase lipido-
agua, con sus voluminosos extremos polares interactuando superficialmente con los
grupos polares de DMPC. Por otro lado, en fase fluida (37 °C) las bicapas de DMPC
experimentan un considerable aumento en la cantidad de agua que ingresa a la
membrana, lo que disminuye significativamente su hidrofobicidad . Esta condicion
podria permitir el ingreso de las moléculas de crocina a la membrana, ubicandose
paralelas a las cadenas acilicas del fosfolipido, con sus dos grupos polares
interactuando con las terminaciones polares de ambos segmentos de la bicapa. Esta
ubicacion preferencial de crocina en la membrana ya ha sido sugerida para otros
carotenoides polares =, y estd apoyada por los resultados de DSC, los que mostraron
una profunda perturbacion de este carotenoide en ambos entornos de la bicapa de
DMPC. Sin embargo, no se evidencio efecto de crocina en las propiedades dinamicas
de las IUM, lo que indica escasa interaccion de este metabolito con el entorno lipidico
de la membrana de los eritrocitos humanos.

Las observaciones de SEM mostraron que todos los MVs inducen cambios
morfoldgicos en los eritrocitos humanos, de su forma discoide normal a equinocitos.
Sin embargo, este efecto fue dependiente de la concentracion de los metabolitos. Los
eritrocitos incubados con GEGC y los extractos de P. goudotianus exhibieron las
mayores alteraciones morfoldgicas, resultado confirmado por los experimentos de
fluorescencia, ya que estos compuestos mostraron los mas pronunciados efectos

dindmicos en la membrana de los eritrocitos. De acuerdo con la hipétesis del par bicapa
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», los cambios de forma inducidos en los eritrocitos humanos por moléculas exdgenas
se deben a la expansion diferencial de las monocapas lipidicas que integran la
membrana de los RBC. En consecuencia, cuando las moléculas exdgenas se ubican en
la monocapa externa se producen equinocitos, mientras que los estomatocitos se
forman cuando estas moléculas se insertan en la monocapa interna de la membrana. El
hallazgo de que los MVs causaron equinocitos indica que estos metabolitos se
localizaron preferentemente en la monocapa externa de la membrana de los eritrocitos.
Una conclusion sélidamente soportada por los estudios de DSC y difraccion de rayos
X, los que mostraron que los MVs interactian preferencialmente con DMPC, una clase
de fosfolipido localizado mayoritariamente en la monocapa externa de la membrana
del eritrocito humano.

La habilidad de los MVs de proteger los eritrocitos humanos y multibicapas del
fosfolipido DMPE fue evaluada en ensayos en los que estos sistemas fueron expuestos
al acido hipocloroso (HCIO). HCIO es un poderoso agente oxidante generado como
una respuesta inmune por neutréfilos y monocitos ante invasiones microbianas. Sin
embargo, HCIO también tiene el potencial de causar severos dafios en el tejido huésped
a través de los mismos mecanismos con los que ejerce su accién antimicrobiana . La
presencia de HCIO ha sido relacionada con una serie de condiciones patoldgicas
incluyendo aterosclerosis, vasculitis aguda, artritis reumatoide y céncer *#=. En
eritrocitos humanos, la principal consecuencia de su exposicion al HCIO es la lisis;
aunque el mecanismo exacto no es del todo claro, la membrana celular se considera el
sitio principal de interaccion de este oxidante <. Previo a la hemdlisis de los globulos
rojos, HCIO induce transformaciones morfoldgicas, cambios en la fluidez y el area
superficial de la membrana, inhibicion de Na' -, K+ - y Mg» -ATPasa, oxidacion de
grupos tiol y formacion de cloraminas =, La difraccion de rayos X mostré que HCIO
solo produjo perturbaciones estructurales en DMPE y no en DMPC. Ambos
fosfolipidos poseen dos cadenas acilicas completamente saturadas de 14 atomos de
carbono; por lo tanto, este resultado puede explicarse basado en las diferencias
estructurales de los grupos de cabeza polar de estos lipidos. En DMPE, una pequefia

molécula polar como HCIO (pKa =7.53, ) podria insertarse entre los grupos fosfato y

78



Discusion

amino adyacentes, interrumpiendo la estrecha red de interacciones electrostdticas y
enlaces H que mantienen sus bicapas fuertemente unidas. En el caso de DMPC, debido
a sus voluminosos grupos metilo y la presencia de una considerable cantidad de agua
entre sus bicapas, presenta interacciones interbicapas relativamente débiles. Por lo
tanto, las moléculas de HCIO permanecerian disueltas en la capa de agua, causando
alguna perturbacion estructural solo a muy altas concentraciones 7. La previa
incubacién de las multibicapas de DMPE con los MVs previno las alteraciones
estructurales causadas por HCIO. Este resultado podria deberse al anclaje superficial
de las moléculas de los metabolitos en torno a los grupos fuertemente polares de
DMPE, lo que impediria el ingreso de HCIO al interior de la bicapa y sus
correspondientes dafios estructurales. Por otro lado, las observaciones de SEM en
eritrocitos humanos mostraron que HCIO indujo principalmente la formacion de
estomatocitos. Este hallazgo también concuerda con la hipétesis del par bicapa , ya
que HCIO solo interactué con DMPE, una clase de fosfolipido que se encuentra
principalmente en la monocapa interna de la membrana del eritrocito. Sin embargo,
con excepcion de crocina, el tratamiento previo de los RBC con los MVs evit6 las
alteraciones morfoldgicas causadas por HCIO, efecto que fue confirmado por los
experimentos de hemolisis donde los metabolitos mostraron una marcada disminucién
de la lisis inducida por HCIO. Estos resultados demuestran claramente la capacidad
protectora de los MVs contra los dafios causados por HCIO en los glébulos rojos.
GEGCy el extracto de las hojas de P. goudotianus mostraron el mayor efecto protector
en los eritrocitos humanos; sin embargo, estos mismos compuestos causaron las
mayores perturbaciones biofisicas en la membrana de los RBC, mientras que crocina,
que indujo los menores efectos en la membrana, resulto ser el menos activo en la
proteccion contra HCIO.

La actividad contra especies oxidantes de metabolitos vegetales ha sido
principalmente atribuida a su capacidad para eliminar radicales y quelar metales .
Sin embargo, los mecanismos por los que estos compuestos naturales muestran
proteccion contra agentes oxidantes en las membranas bioldgicas, y particularmente en

la del eritrocito humano han sido escasamente estudiados **. Se ha propuesto que el
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papel protector de algunos polifenoles y carotenoides contra el dafio oxidativo a nivel
celular podria estar relacionado con la capacidad de estos compuestos para interactuar
con la bicapa lipidica *«=. De hecho, los resultados obtenidos en la presente
investigacion muestran una fuerte correlacion entre la capacidad de los MVs de
prevenir las alteraciones morfoldgicas y la lisis, con la habilidad de estos metabolitos
para inducir cambios en la fluidez de la membrana de los eritrocitos humanos. Basado
en toda esta evidencia es posible sugerir que la ubicacién de los MVs en la monocapa
externa de la membrana del eritrocito, y la correspondiente modulaciéon de sus
propiedades fisicas es un importante factor en el mecanismo protector de estos
metabolitos. Esta ubicacion permitirfa a las moléculas de algunos MVs prevenir
efectivamente los efectos estructurales causados por HCIO, al impedir su insercion y
difusién en la membrana de los RBC . Esta conclusion también podria aplicarse a la
difusiéon de otras especies oxidantes en membranas celulares, lo que disminuiria
significativamente la capacidad de estos agentes para causar estrés oxidativo en

sistemas bioldgicos.
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CONCLUSIONES

e Los resultados obtenidos por difraccion de rayos X y calorimetria diferencial de
barrido (DSC) mostraron que los metabolitos vegetales (MVs) interactian
preferencialmente con DMPC, una clase de fosfolipido que se localiza

mayoritariamente en la monocapa externa de la membrana del eritrocito humano.

e Los estudios de espectroscopia de fluorescencia y de resonancia paramagnética
electronica (EPR) realizados en vesiculas de DMPC y en membranas aisladas de
eritrocitos humanos (IUM) indicaron que los MVs se ubican en diferentes zonas de la

bicapa lipidica, afectando la dindmica e hidratacion de las moléculas de lipido.

e Los MVs causaron alteraciones morfolégicas en los eritrocitos humanos
cambiando su forma discoide normal a equinocitos. De acuerdo con la hipétesis del par
bicapa este efecto se deberia a la insercion de los metabolitos en la monocapa externa

de la membrana de los eritrocitos.

e Con excepcion de crocina, los MVs en concentraciones menores a las que
indujeron cambios en la forma de los eritrocitos, protegieron estas células de las
alteraciones morfoldgicas y la lisis causada por la especie oxidante acido hipocloroso

(HCIO).

e La ubicaciéon preferencial de los MVs en la monocapa externa del eritrocito
humano podria impedir el acceso de especies oxidantes como HCIO al interior de la

membrana, evitando su difusion y protegiendo los glébulos rojos del estrés oxidativo.
e Esta investigacion demostré que la capacidad protectora de acido galico, acido

cafeico, galato de epigalocatequina (GECG) y los extractos de hojas y corteza de la

planta P. goudotianus en eritrocitos humanos estd relacionada con la modulacion de
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las propiedades biofisicas de su membrana plasmatica. Estos hallazgos son altamente
relevantes para comprender la actividad mostrada por estos metabolitos en sistemas

bioldgicos.
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APENDICE 1

APENDICES

Parametros termodinamicos obtenidos de los experimentos de calorimetria

diferencial de barrido (DSC) en vesiculas de DMPC y DMPE.

Tabla 10. Pardmetros termodindmicos de la pre-transicion (Tp) y transiciéon principal (Tm)
determinados en los procesos de calentamiento y enfriamiento de vesiculas multilamelares (MLV) de
DMPC tratadas con 4cido cafeico. Fuente: elaboracién propia.

Calentamiento

DMPC Pre-transicién Transicion principal

Acido cafeico ~ AH AS Tp AH AS AT.. Tm
[mM] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 2.67 9.28 15.20 18.34 61.73 0.59 24.01
0.025 2.07 7.21 13.92 19.62 66.05 0.72 23.95
0.10 1.46 5.08 13.53 22.33 75.15 0.76 24.00
0.25 - - - 26.52 89.45 1.85 23.29
0.50 - - - 29.90 1014 2.47 21.85
1.00 - - - 31.70 107.9 2.77 20.77

Enfriamiento

DMPC Pre-transicién Transicion principal

Acido cafeico ~ AH AS Tp AH AS AT.. Tm
[mM] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 1.73 6.11 9.30 17.78 59.98 0.62 23.23
0.025 1.1 3.94 7.67 20.94 70.71 0.84 23.03
0.10 0.97 344 7.22 22.69 76.59 0.82 23.09
0.25 - - - 28.38 96.25 2.10 21.74
0.50 - - - 31.57 107.7 2.52 1991
1.00 - - - 32.84 1124 2.86 19.05

La temperatura y la entalpia fueron determinadas con una exactitud de + 0.01 °C y + 0.8 kJ/mol,

respectivamente. Velocidad de barrido 1 °C/min.
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Tabla 11. Pardmetros termodindmicos de la pre-transicion (Tp) y transiciéon principal (Tm)
determinados en los procesos de calentamiento y enfriamiento de vesiculas multilamelares (MLV) de
DMPC tratadas con 4cido galico. Fuente: elaboracién propia.

Calentamiento
DMPC Pre-transicién Transicion principal

Acido gilico AH AS Tp AH AS AT.. Tm
[mM] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [°C]

0.00 2.62 9.21 15.26 17.04 57.32 0.61 24.03

0.05 2.64 1.03 14.98 21.61 68.54 0.61 24.01

0.10 2.92 1.19 14.85 21.52 72.43 0.60 23.03

0.25 3.65 1.24 14.67 2493 83.98 0.62 23.97

0.50 343 1.09 12.41 25.06 84.42 0.68 23.86

1.00 2.68 1.34 10.11 22.17 75.67 0.76 23.34

Enfriamiento
DMPC Pre-transicién Transicion principal

Acido gilico AH AS Tp AH AS AT.. Tm
[mM] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [°C]

0.00 1.02 3.67 945 18.56 62.34 0.63 23.27

0.05 1.01 3.86 942 19.22 64.15 0.62 23.26

0.10 0.16 0.69 9.25 20.69 69.80 0.63 23.27

0.25 0.09 0.36 8.83 23.43 79.12 0.66 22.23

0.50 - - - 24 .48 82.74 0.77 22.99

1.00 - - - 23.11 79.23 0.82 20.75

La temperatura y la entalpia fueron determinadas con una exactitud de + 0.01 °C y + 0.8 kJ/mol,
respectivamente. Velocidad de barrido 1 °C/min.

Tabla 12. Pardmetros termodindmicos de la pre-transicion (Tp) y transiciéon principal (Tm)
determinados en los procesos de calentamiento y enfriamiento de vesiculas multilamelares (MLV) de
DMPC tratadas con galato de epigalocatequina (GEGC). Fuente: elaboracion propia.

Calentamiento
DMPC Pre-transicién Transicion principal
GEGC AH AS Tp AH AS AT.. Tm
(uM] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 2.53 8.78 15.18 17.72 59.63 0.61 24.01
10.0 1.11 3.87 13.57 15.53 52.27 0.73 23.98
25.0 - - - 18.41 61.97 0.84 2391
50.0 - - - 15.47 52.08 1.23 23.79
100 - - - 14.88 50.20 1.79 23.35
250 - - - 5.97 20.21 3.64 22.39
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Tabla 12. (Continuacion)

Enfriamiento
DMPC Pre-transicién Transicion principal
GEGC AH AS Tp AH AS AT.. Tm
(uM] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 1.73 6.11 9.30 17.00 57.34 0.62 23.23
10.0 1.22 435 8.47 16.07 54.24 0.79 23.15
25.0 - - - 18.09 61.06 0.85 23.06
50.0 - - - 17.39 58.71 091 2297
100 - - - 14.76 49.90 1.20 22.61
250 - - - 5.12 17.37 1.91 21.71

La temperatura y la

entalpia fueron determinadas con una exactitud de + 0.01 °C y + 0.8 kJ/mol,
respectivamente. Velocidad de barrido 1 °C/min.

Tabla 13. Pardmetros termodindmicos de la pre-transicion (Tp) y transiciéon principal (Tm)
determinados en los procesos de calentamiento y enfriamiento de vesiculas multilamelares (MLV) de
DMPC tratadas con crocina. Fuente: elaboracion propia.

Calentamiento
DMPC Pre-transicién (calentamiento) Transicién principal (calentamiento)
Crocina AH AS Tp AH AS AT.. Tm
[mM] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 2.56 8.89 15.20 17.84 60.03 0.59 2401
0.05 1.23 427 13.83 16.87 56.77 0.66 24.03
0.10 0.94 3.28 12.15 17.14 57.72 0.71 2391
0.25 - - - 17.64 59.40 0.83 23.84
0.50 - - - 17.98 60.58 1.30 23.67
1.00 - - - 14.77 49.88 4.81 22.83
Enfriamiento
DMPC Pre-transicion (enfriamiento) Transicién principal (enfriamiento)
Crocina AH AS Tp AH AS AT.. Tm
[mM] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 1.44 5.09 9.30 17.07 57.59 0.63 23.23
0.05 1.09 3.86 8.98 16.82 56.77 0.73 23.20
0.10 0.55 1.97 7.85 16.19 54.68 091 23.01
0.25 - - - 16.64 56.22 0.99 2293
0.50 - - - 16.86 56.99 1.34 22.73
1.00 - - - 14.28 48.57 4.51 20.76

La temperatura y la entalpia fueron determinadas con una exactitud de + 0.01 °C y + 0.8 kJ/mol,

respectivamente. Velocidad de barrido 1 °C/min.
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Tabla 14. Pardmetros termodindmicos de la pre-transicion (Tp) y transiciéon principal (Tm)
determinados en los procesos de calentamiento y enfriamiento de vesiculas multilamelares (MLV) de
DMPC tratadas con el extracto de la corteza de Pilocarpus goudotianus (P. corteza). Fuente:
elaboracion propia.

Calentamiento
DMPC Pre-transicién Transicion principal
P. corteza AH AS Tp AH AS AT.. Tm
[mM] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 2.44 8.50 14.89 17.82 60.00 0.64 24.06
0.05 241 8.42 14.81 17.06 57.40 0.62 24.08
0.10 2.39 8.30 14.58 16.04 54.00 0.64 24.06
0.25 1.56 5.40 13.26 14.70 49.40 0.68 24.07
0.50 0.92 3.20 11.96 13.60 45.80 0.71 24.02
1.00 - - - 13.07 44.00 0.90 23.89
Enfriamiento
DMPC Pre-transicién Transicion principal
P. corteza AH AS Tp AH AS AT.. Tm
[mM] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 1.57 5.60 9.31 17.59 59.30 0.64 23.23
0.05 1.46 5.20 9.18 16.21 54.70 0.64 23.27
0.10 1.39 4.90 8.99 15.94 53.80 0.63 23.24
0.25 0.71 2.70 8.35 13.57 45.80 0.67 23.23
0.50 0.24 0.90 7.39 12.19 41.20 0.73 23.15
1.00 - - - 12.05 40.70 1.05 22.84

La temperatura y la entalpia fueron determinadas con una exactitud de + 0.01 °C y + 0.8 kJ/mol,
respectivamente. Velocidad de barrido 1 °C/min.

Tabla 15. Pardmetros termodindmicos de la pre-transicion (Tp) y transiciéon principal (Tm)
determinados en los procesos de calentamiento y enfriamiento de vesiculas multilamelares (MLV) de
DMPC tratadas el extracto de las hojas de Pilocarpus goudotianus (P. hojas). Fuente: elaboracién
propia.

Calentamiento
DMPC Pre-transicién Transicion principal

P. hojas AH AS Tp AH AS AT.. Tm

[mM] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 2.44 8.50 14.89 17.82 60.00 0.64 24.06
0.05 1.85 6.50 13.93 15.71 52.90 0.69 24.05
0.10 1.81 6.30 13.93 14.85 50.00 0.67 24.03
0.25 0.77 2.70 12.15 14.79 49.80 0.84 24.03
0.50 0.16 0.50 10.36 12.00 40.42 1.05 24.02
1.00 - - - 6.75 22.70 2.13 23.83
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Tabla 15. (Continuacion)

Enfriamiento
DMPC Pre-transicién Transicion principal

P. hojas AH AS Tp AH AS AT.. Tm
[mM] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [kJ/mol]  [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 1.57 5.60 9.31 17.59 59.30 0.64 23.23
0.05 0.88 3.10 8.78 13.62 46.00 0.73 23.18
0.10 0.85 3.00 8.60 13.52 45.60 0.71 23.18
0.25 0.19 0.70 7.61 12.76 43.10 0.93 23.08
0.50 - - - 11.30 38.20 1.24 2291
1.00 - - - 7.27 24.60 3.02 22.30

La temperatura y la entalpia fueron determinadas con una exactitud de + 0.01 °C y + 0.8 kJ/mol,

respectivamente. Velocidad de barrido 1 °C/min.

Tabla 16. Pardmetros termodindmicos de la transicién principal (Tm) determinados en los procesos de
calentamiento y enfriamiento de vesiculas multilamelares (MLV) de DMPE tratadas con acido cafeico.
Fuente: elaboracién propia.

DMPE Transicion principal (calentamiento) Transicion principal (enfriamiento)

Acido cafeico AH AS AT.. Tm AH AS AT.. Tm
[mM] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [°C] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 20.59 63.57 0.70  50.71 19.64 60.92 0.85 49.24
0.025 19.63 60.61 0.71  50.66 20.93 64.93 0.86 49.20
0.10 21.27 65.69 0.69  50.68 23.93 74.23 0.84 49.27
0.25 24 .38 75.30 0.82  50.62 2493 77.36 0.96 49.09
0.50 26.00 80.30 095 5057 25.17 78.15 1.12 48.86
1.00 28.64 88.47 1.06 50.52 29.71 92.34 1.19 48.64

La temperatura y entalpia fueron determinadas con una exactitud de + 0.01 °C y + 0.8 kJ/mol,

respectivamente. Velocidad de barrido 1 °C/min.

Tabla 17. Pardmetros termodindmicos de la transicién principal (Tm) determinados en los procesos de
calentamiento y enfriamiento de vesiculas multilamelares (MLV) de DMPE tratadas con 4cido gélico.
Fuente: elaboracién propia.

DMPE Transicion principal (calentamiento) Transicion principal (enfriamiento)

Acido gilico  AH AS AT.. Tm AH AS AT.. Tm

[mM] [kJ/mol] [J/mol K]  [°C] [°C] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 2473 7643 074 5043 2835 8823  0.72 4837
0.05 24.23 72.21 0.76 50.48 25.65 71.90 0.74 49.17
0.10 20.40 63.11 0.74 50.61 2243 69.67 0.74 49.19
0.25 20.15 62.34 0.74 50.57 23.13 71.85 0.76 49.12
0.50 20.98 64.65 0.75 50.57 22.87 71.10 0.77 49.12
1.00 24.15 76.12 0.78 50.53 27.37 86.14 0.80 49.02

La temperatura y la entalpia fueron determinadas con una exactitud de + 0.01 °C y + 0.8 kJ/mol,

respectivamente. Velocidad de barrido 1 °C/min.
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Tabla 18. Pardmetros termodindmicos de la transicién principal (Tm) determinados en los procesos de
calentamiento y enfriamiento de vesiculas multilamelares (MLV) de DMPE tratadas con galato de
epigalocatequina (GEGC). Fuente: elaboracién propia.

DMPE Transicion principal (calentamiento) Transicion principal (enfriamiento)

GEGC AH AS AT.. Tm AH AS AT.. Tm

(uM] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [°C] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 20.95 64.68 0.76 50.71 18.19 56.42 0.87 49.24
10.0 20.29 62.65 0.75 50.68 17.27 53.57 0.86 49.19
25.0 20.95 64.70 0.76 50.68 19.57 60.68 0.88 49.22
50.0 20.71 63.94 0.76 50.72 19.45 60.31 0.86 49.29
100 20.24 62.50 0.74 50.72 19.43 60.26 0.84 49.29
250 19.51 60.24 0.86 50.67 18.61 50.74 0.96 49.10

La temperatura y la entalpia fueron determinadas con una exactitud de + 0.01 °C y + 0.8 kJ/mol,
respectivamente. Velocidad de barrido 1 °C/min.

Tabla 19. Pardmetros termodindmicos de la transicién principal (Tm) determinados en los procesos de
calentamiento y enfriamiento de vesiculas multilamelares (MLV) de DMPE tratadas con crocina.
Fuente: elaboracion propia.

DMPE Transicion principal (calentamiento) Transicion principal (enfriamiento)

Crocina AH AS AT.. Tm AH AS AT.. Tm

[mM] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [°C] [kJ/mol] [J/molK] [°C] [°C]
0.00 24.72 76.33 0.64 50.73 19.69 61.28 0.83 49.30
0.05 24.16 74.58 0.62 50.73 22.98 71.26 0.82 49.31
0.10 20.89 64.51 0.71 50.68 20.15 62.48 0.84 49.29
0.25 2243 69.26 0.69 50.69 21.06 65.30 0.88 49.25
0.50 22.18 68.51 0.79 50.61 21.29 66.08 1.00 49.12
1.00 21.66 66.91 0.89 50.59 20.96 65.04 1.27 49.05

La temperatura y la entalpia fueron determinadas con una exactitud de + 0.01 °C y + 0.8 kJ/mol,
respectivamente. Velocidad de barrido 1 °C/min.

Tabla 20. Pardmetros termodindmicos de la transicién principal (Tm) determinados en los procesos de
calentamiento y enfriamiento de vesiculas multilamelares (MLV) de DMPE tratadas con el extracto de
la corteza de Pilocarpus goudotianus (P. corteza). Fuente: elaboracion propia.

DMPE Transicion principal (calentamiento) Transicion principal (enfriamiento)
P. corteza AH AS AT.. Tm AH AS AT.. Tm
[mM] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [°C] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 19.43 60.00 0.68 50.83 18.19 56.40 0.81 49.40
0.05 16.27 50.20 0.82 50.83 16.50 51.20 0.81 4941
0.10 15.21 47.00 0.68 50.81 14.56 45.10 0.83 49.39
0.25 12.96 40.00 0.64 50.83 11.55 35.80 0.82 49.46
0.50 11.23 34.70 0.66 50.81 10.61 32.90 0.95 49.39
1.00 9.75 30.10 0.75 50.47 10.05 31.23 1.63 4891

La temperatura y la entalpia fueron determinadas con una exactitud de + 0.01 °C y + 0.8 kJ/mol,
respectivamente. Velocidad de barrido 1 °C/min.
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Tabla 21. Pardmetros termodindmicos de la transicién principal (Tm) determinados en los procesos de
calentamiento y enfriamiento de vesiculas multilamelares (MLV) de DMPE tratadas con el extracto de
las hojas de Pilocarpus goudotianus (P. hojas). Fuente: elaboracion propia.

DMPE Transicion principal (calentamiento) Transicion principal (enfriamiento)

P. hojas AH AS AT.. Tm AH AS AT.. Tm

[mM] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [°C] [kJ/mol] [J/mol K] [°C] [°C]
0.00 19.43 60.00 0.63 50.83 18.19 56.40 0.81 49.40
0.05 18.56 57.30 0.65 50.83 17.09 53.00 0.81 49.40
0.10 15.84 48.90 0.84 50.81 16.12 50.00 0.85 49.38
0.25 15.56 48.10 0.72 50.77 15.78 49.00 1.01 49.35
0.50 15.45 47.70 0.83 50.69 15.37 47.70 1.22 49.25
1.00 14.67 45.30 1.11 50.50 14.69 45.60 1.51 49.08

La temperatura y la entalpia fueron determinadas con una exactitud de + 0.01 °C y + 0.8 kJ/mol,
respectivamente. Velocidad de barrido 1 °C/min.

APENDICE 2

Resumen de los resultados del analisis de varianza (ANOVA) de una via y prueba

de Dunnett realizado a los datos obtenidos de los experimentos de espectroscopia

de fluorescencia y de resonancia paramagnética de electrénica (EPR). Los niveles

de significancia son denotados como: NS, no significativo; *, p < 0.05 y **, p <

0.01.

Tabla 22. Influencia de los metabolitos vegetales sobre las mediciones de polarizacion generalizada
(PG) de laurdan en vesiculas unilamelares grandes (LUV) de DMPC a 18 °C. Fuente: elaboracién propia.

Conc. Acido Acido GEGC P. goudotianus  P. goudotianus
(uM] cafeico gélico Corteza Hojas

10 NS NS Hk Hk *

20 Hk NS Hk Hk *%

40 Hk NS Hk Hk *%

80 Hk NS Hk Hk *%

100 Hk NS Hk Hk *%

Concentracién 0.0 mM represent6 el control del experimento.
GEGC, galato de epigalocatequina.
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Tabla 23. Influencia de los metabolitos vegetales sobre las mediciones de polarizacion generalizada
(PG) de laurdan en vesiculas unilamelares grandes (LUV) de DMPC a 37 °C. Fuente: elaboracién propia.

Conc. Acido Acido GEGC P. goudotianus  P. goudotianus
(uM] cafeico gélico Corteza Hojas

10 NS NS ok NS NS

20 NS NS ok NS NS

40 ok NS ok NS NS

80 Hk Hk ok NS *

100 Hk Hk ok NS Hk

Concentracién 0.0 mM represent6 el control del experimento.
GEGC, galato de epigalocatequina.

Tabla 24. Influencia de los metabolitos vegetales sobre las mediciones de anisotropia de DPH en
vesiculas unilamelares grandes (LUV) de DMPC a 18 °C. Fuente: elaboracién propia.

Conc. Acido Acido GEGC Crocina  P. goudotianus P. goudotianus
(uM] cafeico gélico Corteza Hojas

10 NS NS NS NS ok *

20 NS NS NS NS ok *%

40 NS NS NS NS ok *%

80 NS NS NS NS ok *%

100 Hk NS * NS Hk ok

Concentracion 0.0 mM represent6 el control del experimento.
GEGC, galato de epigalocatequina.

Tabla 25. Influencia de los metabolitos vegetales sobre las mediciones de anisotropia de DPH en
vesiculas unilamelares grandes (LUV) de DMPC a 37 °C. Fuente: elaboracién propia.

Conc. Acido Acido GEGC Crocina  P. goudotianus P. goudotianus
(uM] cafeico gélico Corteza Hojas

10 NS NS NS NS NS NS

20 NS NS NS NS NS NS

40 NS NS Hk ok NS Hk

80 NS NS Hk Hk * ok

100 NS * Hk Hk ok ok

Concentracién 0.0 mM represent6 el control del experimento.

GEGC, galato de epigalocatequina.
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Tabla 26. Influencia de los metabolitos vegetales sobre las mediciones de polarizacion generalizada
(PG) de laurdan en membranas aisladas de eritrocitos humanos (IUM) a 37 °C. Fuente: elaboracién
propia.

Conc. Acido Acido GEGC P. goudotianus  P. goudotianus
[uM] cafeico gélico Corteza Hojas

10 NS NS NS * *o%

20 NS NS NS * *%

40 Hk NS Hk Hk ok

80 Hk NS Hk Hk ok

100 Hk NS Hk Hk ok

Concentracién 0.0 mM represent6 el control del experimento.
GEGC, galato de epigalocatequina.

Tabla 27. Influencia de los metabolitos vegetales sobre las mediciones de anisotropia de DPH en
membranas aisladas de eritrocitos humanos (IUM) a 37 °C. Fuente: elaboracidn propia.

Conc. Acido Acido GEGC Crocina  P. goudotianus P. goudotianus
(uM] cafeico gélico Corteza Hojas

10 NS NS NS NS ok NS

20 NS NS NS NS ok NS

40 NS NS NS NS ok *%

80 NS NS NS NS ok *%

100 NS NS * NS Hk ok

Concentracién 0.0 mM represent6 el control del experimento.
GEGC, galato de epigalocatequina.

Tabla 28. Influencia de crocina sobre las mediciones de los pardmetros espectroscopicos F y 2Amax
obtenidos de los espectros de EPR de las sondas TEMPO y 5-SASL, respectivamente en LUV de DMPC
e IUM. Fuente: elaboracién propia.

LUV DMPC LUV DMPC UM
18 °C 37 °C 37 °C
Conc. F 2Amax F 2Amax F 2Amax
[mM]
0.10 NS NS *k NS NS NS
0.25 NS NS *k NS NS NS
0.50 NS * sk NS NS NS
1.0 NS * sk NS NS NS
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APENDICE 3

Publicaciones
Articulos publicados

[1] Colina, J.R, Suwalsky, M., Moreno-Manrique, M., Petit, K., Aguilar, L., Jemiola-
Rzeminska, M., Strzalka, K. “An in vitro study of the protective effect of caffeic acid
on human erythrocytes”. Archives of Biochemistry and Biophysics 662 (2019) 75-82.
https://doi.org/10.1016/j.abb.2018.12.006

[2] Colina, J.R, Suwalsky, M., Moreno-Manrique, M., Petit, K., Aguilar, L., Jemiola-
Rzeminska, M., Strzalka, K. “Protective effect of epigallocatechin gallate on human
erythrocytes”. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 173 (2019) 742-750.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2018.10.038

[3] Suwalsky, M., Colina, J.R, Gallardo, M., Jemiola-Rzeminska, M., Strzalka, K.,
Manrique-Moreno, M., Sepulveda, B. “Antioxidant capacity of gallic acid in vitro
assayed on human erythrocytes”. J] Membrane Biol. 249 (2016) 769-779. https://doi.
org/10.1007/s00232-016-9924-z

Articulos en preparacion

e C(Colina, J.R, Suwalsky, M., Petit, K., Contreras, D., M., Moreno-Manrique, M.,
Aguilar, L., Jemiola-Rzeminska, M., Strzalka, K. “Interactions of crocin with human
erythrocytes and lipid membrane models”. Biochemical and Biophysical Research

Communications.

e Colina, J.R, Suwalsky, M., Petit, K., Aguilar, L., Jemiola-Rzeminska, M., Strzalka,
K. “Biophysical study of the protective effect of extracts from Pilocarpus goudotanus

leaves on human erythrocytes”. Chemico-Biological Interactions
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Articulos en colaboracion

[1] Petit, K., Suwalsky, M., Colina, J.R, Aguilar, L., Jemiola-Rzeminska, M., Strzalka,
K. “In vitro effects of the antitumor drug miltefosine on human erythrocytes and T
molecular models of its membrane”. BBA - Biomembranes 1861 (2019) 17-25.
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2018.10.009

Presentaciones en congresos

e “Estudio biofisico del efecto protector de dacido cafeico en eritrocitos humanos y
modelos moleculares de su membrana”. III Reunién de la Asociacion Latinoamericana

de Cristalografia. Valparaiso, Chile. Octubre de 2018.

e “Protective effect of epigallocatechin gallate on human erythrocytes”. XLII Annual
Meeting of the Brazilian Biophysics Society. Santos, Brasil. Octubre de 2017.
e “Interaccion de crocina con eritrocitos humanos y modelos moleculares”. VIII

Coloquio de Macromoléculas. Parral, Chile. Diciembre de 2016.

e “Estudio estructural del efecto protector de polifenoles en eritrocitos humanos y
modelos moleculares. XII Reunidn de la asociacion Argentina de Cristalografia. San

Luis, Argentina. Noviembre de 2016.

e “Efecto protector de las hojas de Pilocarpus goudotianus en eritrocitos humanos y
modelos moleculares de membrana celular”. 32 Congreso Latinoamericano de

Quimica. Concepcion, Chile. Diciembre de 2015.

e “Efecto de Pilocarpus goudotianus en eritrocitos humanos y modelos moleculares
de membrana plasmatica”. XI Reunion de la asociacion Argentina de Cristalografia.

La Plata, Argentina. Noviembre de 2015.

e “Protective effect of Pilocarpus goudotianus bark on human erythrocytes. I Meeting
of the Latin American Crystallographic Association. Sao Paulo, Brasil. Septiembre de

2015.
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