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Resumen

El objetivo principal de este proyecto de tesis es estudiar exhaustivamente la
interaccion entre moléculas de quitosano y derivados del mismo (sintetizados y
caracterizados en el laboratorio de recursos naturales) y eritrocitos. El complejo que
presente menos dafio a los eritrocitos sera testeado frente a la esfingomielinasa C,
isbmero de la esfingomielinasa D toxina producida por la arafia de rincon (Loxosceles).
Este veneno es suficientemente fuerte para causar severo dafio a la victima como
dermonecrosis y se encuentra solo en estas arafias y en algunas bacterias patogénicas.

Para este propdsito el procedimiento analitico incluye un conteo de eritrocitos a
distintos tiempos en presencia de los complejos de quitosano, so6lo el complejo
sustituido con el grupo metil (-CHs) mostrd ser el mas inofensivo frente a los eritrocitos,
por lo que fué testeado con la enzima y parece interactuar con ésta protegiendo a los
eritrocitos de una hemodlisis. Esta interaccion puede deberse a que el complejo oxida
algun grupo externo de la toxina cambiando asi su estructura y por lo tanto la cinética

tipica de la esfingmielinasa C frente a las células.
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[. Introduccién

Arafias de gran interés médico en el mundo son del tipo Phoneutria, Loxosceles,
Latrodectus y Atrax. El tipo Loxosceles es una arafia rural y urbana mas conocida como
arafa de rincon que inyecta la esfingomielinasa D (fosfolipido de 35 KD), proteina toxica
de alto peso molecular que induce a un incremento en la secrecidon de transmisores
desde los terminales pre-sinapticos de los nervios afectados produciendo dolor local e
inflamacion en los ganglios linfaticos. Induce la activacibn de canales catidnicos no
especificos en la membrana pre-sinaptica como un resultado de su enlace a un receptor
especifico de la membrana. El veneno de esta arafia café puede causar dermonecrosis,
coagulopatias, insuficiencia renal, y muerte. [1]

Estudios electroquimicos han demostrado que los complejos de quitosano de Hierro
sustituidos con un grupo salicilaldehidos cuando el sustituyente es el grupo metil hay una
oxidacion de algun grupo externo de la esfingomielinasa, sin embargo cuando el
sustituyente es hidrogeno, metoxi, fldor, cloro, nitro y bromo no se observa esta oxidacion.
Un conteo de eritrocitos en presencia del complejo de quitosano y la toxina deberia
demostrar que el complejo sustituido con el grupo metil provoca menor muerte celular,
corroborando una interaccion entre el grupo metil y algin grupo externo de la toxina.

El hecho de utilizar complejos de quitosano se debe a que este polimero ha sido
investigado extensamente ya que puede incluir en su estructura drogas con diferentes
caracteristicas fisico-quimicas [2,3]. El uso de éste polimero en diferentes campos ha
sorprendido enormemente especialmente como inmovilizante de ciertas sustancias [4-
7] y como aditivo alimentario debido a que es biodegradable.

En esta tesis se realizaran estudios que comprenden el conteo de eritrocitos en
solucion acuosa a pH fisiologico. El conteo de eritrocitos se realizara en presencia de
complejos de Hierro utilizando un microscopio de resolucién adecuada. Los complejos
gue por si mismos (en ausencia de la toxina) provoquen un dafio produciendo la muerte
de este no se probara con la toxina, sin embargo el complejo que por si mismo no dafie
al globulos rojos o el que presente mejores resultados en términos de muerte celular,

sera probado en presencia de la toxina esfingomielinasa C.
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II. Marco Teérico

[I.1 Esfingomielinasa

El efecto toxico del veneno de Loxosceles ha sido asociado con una proteina de
35 KD (F35) y presenta actividad de ESFINGOMIELINASA [8,9-12]. La
ESFINGOMIELINASA D (ver figura 1) es el principal componente en la accion
dermonecrotica del veneno de la Loxosceles, la fraccion F35 es capaz de provocar
desagradables efectos y es altamente letal en ratones [13].

Cuando el veneno de la arafia de rincon es inoculado viaja rapidamente por la via
linfatica y por la sangre causando: efectos hemoliticos como resultado de la toxina
sobre la membrana de los hematies, la destruccion de los eritrocitos libera fibrinégeno y
produce agregacion plaquetaria extendiendo la coagulacién intravascular que a su vez
provoca una anemia progresiva que agravada puede producir un estado de shock o
coma. Todo esto contribuye al dafio local por obstruccion vascular, ademas de la
secrecion de serotonina por las plaquetas activadas y la induccién de quimiotaxis hacia
el sitio de la mordedura [14]. La difusidn de la coagulacion intravascular ademas dafa la
integridad de las membranas de los globulos rojos en el rifién, resultando en hemorragia
y en insuficiencia renal [15].

En general; los sintomas que van de dolor local, contracciones musculares,
temblor, delirio, célicos, taquicardia, arritmias y abdomen duro pueden aparecer incluso

después de 1 hora.

Figura 1: Estructura de la esfingomielinasa

desde Bacillus cereus.



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Smasegeometry2.gif
http://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus_cereus
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[1.2 Quitosano

El quitosano es un polisacarido natural de gran importancia debido a su
aplicacion en procesos industriales y en sistemas biolégicos, debido a que cuenta con
distintos grupos funcionales y especialmente a las propiedades fisicoquimicas que
presenta en solucion. Es un biopolimero catiénico obtenido por la N-desacetilacion de
quitina, constituido por unidades de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina unidas a
través de un enlace glicosidico p-1,4. (Figura 2). Su actividad bioldgica se basa en la
presencia de grupos aminos libres en posicion del carbono 2 de las unidades D-
glucosamina y esté distribuido en algunos animales constituyendo cerca de un 80% de

su exoesqueleto y en hongos en 30% a un 60% de la pared celular [16].

CH20H

HO i
o
NH,

Figura 2: Estructura molecular del quitosano.

I1.3 Organizacién de la membrana de Eritrocito

Los eritrocitos son las células mas abundantes en la sangre, es un disco bi-
concavo de mas o menos 7 a 7,5 micrometros de diametro y de 80 a 100 fL de
volumen. La membrana de eritrocitos es compleja y muy importante ya que debe
soportar la forma celular y la permeabilidad selectiva. Cuando una célula se hace vieja,
la membrana de se vuelve rigida, permeable y el eritrocitos son destruidos en el vaso.

La vida media de un eritrocito normal es de 100 a 120 dias, tiempo en el cual
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transportan oxigeno por medio de la hemoglobina, un complejo molecular que contiene
el grupo hemo el cual tiene el Hierro en el medio enlazdndose temporalmente al
oxigeno molecular liberandolo en diferentes partes del cuerpo. La hemoglobina también
transporta productos residuales, como el dioxido y monoéxido de carbono; la
hemoglobina es el pigmento que da a la sangre su tipico color rojo. Algunos procesos
que producen la prematura descomposicion de los glébulos rojos reduciendo el
transporte de oxigeno pueden causar hemolisis: reacciones y inmunitarias, toxinas y
venenos, como algunos tratamientos como la hemodialisis o el uso de la maquina de
derivacion corazén-pulmén. [17, 18]

El modelo ilustrado in la figura 3 muestra las proteinas asociadas al citoesqueleto
de la membrana que forma al eritrocito, existe consenso en relacién al componente de
mayor masa molecular (espectrina) unida a la banda 3 y cuél es la relacion del cambio
de esta y la presencia de anticuerpos naturales con el envejecimiento celular. Estos
anticuerpos se ha demostrado que actdan en la eliminacion de eritrocitos en infecciones
virales en diversas anemias hemoliticas, en eritrocitos infectados con malaria y en
epilepsias idiopaticas [19-23].

Banda 3
Residuos de catbohidratos

. Glicoforina C

Figura 3: Organizacion de la membrana eritrocitaria, proteinas de la membrana

asociadas con el cito-esqueleto. [24]
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[I.4 Mecanismo de Accion y Tratamiento

El mecanismo de union entre la enzima y la proteina de la membrana celular de
los eritrocitos no es conocida. Por otro lado, el intercambio aniénico ocurre en la banda
tres (AE1) que es la proteina integral principal de la membrana del eritrocitos; y tienen
un peso molecular aproximado de 95 KD, constituido por 911 amino&cidos. Esta
proteina multifuncional tiene tres responsabilidades: como membrana transversal donde
sucede el intercambio cloruro/bicarbonato, tiene una terminal citoplasmatica corta y una
terminal citoplasmatica larga [25, 26].

Una funcién fundamental de terminal largo de la banda tres es el anclaje de la
membrana de eritrocitos al citoesqueleto.

Luego, la banda tres constituye el elemento central de un macro complejo y
proteinas periféricas de la membrana del eritrocitos. Alteraciones en la banda tres han
sido observadas en enfermedades como el alzheimer, disquinesia idiopética, epilepsia
en idiopatica, enfermedades cardiovasculares, probablemente esté involucrada como
sitio de ataque de la toxina.

Muchos tratamientos para el veneno de la arafia han sido propuestos
incluyendo el uso de analgésicos, tratamiento de oxigeno hiperbarico, cirugia, cortico-
esteroides o terapias de mantencion [27-32].

El antidoto hecho en Brasil, ha sido recomendado para pacientes con
loxoscelismo y envenenamiento sistemético como local, sin embargo los resultados no
son los mejores: y de las limitaciones pueden atribuirse al tiempo transcurrido entre la
mordedura de la aplicacion del antidoto el cual puede pasar entre 24 y 36 h. Lo ideal es
usar el antidoto durante las primeras 4 horas después de la mordedura, debido a la
rapida accién del veneno [28].

El antiveneno producido en Estados Unidos presenta mayor seguridad con
respecto a los sueros de inmunoglobulina, porque disminuye la probabilidad de
reacciones adversas [32].

Estudios experimentales recientes realizados con conejos, han demostrado que la
eficiencia de la inyeccion del anti-veneno in situ disminuye la herida dermonecrética, si

el tiempo entre la inyeccion del veneno y el antidoto es menor a 6 horas [32-34].
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El mecanismo por el cual la esfingomielinasa D destruye la membrana plasmatica
de los glébulos rojos es desconocido. Seria un gran avance si tuviésemos una idea

acerca de como esta toxina destruye los eritrocitos.

lll. Metodologia

[ll.1 Preparacion de la muestra

La extraccion de sangre fue mediante puncién cutdnea, en la 3 falange del dedo
con una lanceta (vialcare 286,USA) de 3mm aproximadamente, previa limpieza con
etanol Winkler al 75%, posteriormente con guantes de nitrilo Glomed se realiza la
siguiente dilucion para obtener la solucion final de sangre:

Se recolectan 20 pL de sangre con una micropipeta (Brand Alemania) de 20 pL y
se agregan 50 pL de NaCl para analisis (Winkler) al 0,9%, en un tubo eppendorf (libres
de nucleasas y estériles) de 1,5 mL. Luego se toman 5 uL de esta solucién con una
micropipeta de 10 pL y se diluye hasta 210 yL agregando 200 pL de NacCl al 0,9%, en
un tubo eppendorf de 1,5 mL.

Los siguientes pasos son utilizados para preparar la dilucion para los distintos
complejos utilizados durante el experimento:

1 yLde complejo con ayuda de una micropipeta de 10 uL se diluyen con 1000 pL de
NaCl al 0,9%, 200 pL de esta solucion son diluidos nuevamente con 800 pL de NaCl al
0,9%.

Luego se dispuso para cada medicion 7 tubos eppendorf de 0,2 mL para los
distintos complejos, donde el tubo N°1 corresponde a tiempo cero, el tubo N°2
corresponde al tiempo 3 y asi hasta el tubo 7 con 5, 15, 30, 120 y 180 minutos, donde
en cada uno se colocaban:

1. 10 pL de la dilucion final de sangre.

2. 90 pL de NaCl al 0,9%.

3. 10 pL de la dilucion final de cada complejo sintetizados en el laboratorio de
Recursos Naturales.

4. 10 pL de azul tripan (para tincién).
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En cada tubo se agregaban las diluciones 1y 2, para luego agregar la dilucion 3,
desde el tubo 7 con 180 minutos hasta llegar al tubo 1. La idea es que la reaccion nos
permita medir en el determinado tiempo, y al momento de realizar la medicion se
agrega la solucion 4 para cuantificar.

Luego con una micropipeta de 10 pL se recolecta 10 pL de cada tubo con los
componentes antes nombrados, y se colocan en una camara Neubauer (termoscientific,
USA), la que posteriormente se monta en el microscopio Olympus CX31. Para cada

complejo se realizé el mismo procedimiento.

I11.2 Cuantificacion

La cAmara Neubauer se utiliza para el recuento de células en un medio liquido que
esta adaptada al microscopio. Consta de 2 zonas en cuyo fondo se ha marcado una
cuadricula de conocidas dimensiones. Esta se cubre con un cubreobjetos y entre estos
se coloca el liquido con las células a contar. La camara tiene un cuadrado con 9
cuadrados secundarios, cada uno de ellos dividido en 16 cuadrados terciarios.

Se elige uno de los 16 cuadrados terciarios para cuantificar los eritrocitos, la
cantidad de eritrocitos se multiplica por 16, realizdndose el mismo procedimiento para

otros 2 cuadrantes y asi obtener un dato promedio, para todos los tiempos.

1.00 mm.

1.00 mm.

0.05 wm. —

L 1.00 wm.

0,25 mm.

r

Figura 5: cdmara Neubauer utilizada para cuantificar células (eritrocitos).
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IV. Resultados y Discusion

IV.1 Eritrocitos en presencia de complejos de quitosano

En la tabla N° 1 se observan los resultados obtenidos para el complejo de
quitosano, cuando R = -F en presencia de eritrocitos. Se puede observar que hay una
baja muerte celular hasta el minuto 5, en el minuto 15 se observa una mayor muerte
celular que disminuye luego en el minuto 30, curiosamente en el minuto 120 y 180
aumenta nuevamente, considerando que a mayores tiempos la probabilidad de muerte

celular aumenta debido a otros factores.

complejo QUIT-F
Fe [2,2838 x 10 "-8]
Tiempo(min) | N° Eritrocitos | muertas/total de células
1 48 0
3 42,7 0.11
5 42,7 0.11
15 21,3 0.56
30’ 42,7 0.11
120’ 37 0.23
180’ 21 0.56

Tabla 1: tiempo V/s relacién entre células muertas y el total de células para el complejo
quitosano cuando R = -F de concentracion [2,2838 x 10 ~-8].

En la tabla N° 2 se puede apreciar los resultados obtenidos para el complejo de
quitosano cuando R= Cl en presencia de eritrocitos. Se puede observar que en el
minuto 5 hay una mayor cantidad de células muertas, en el minuto 15 y 30 disminuye la
muerte celular, mientras que en el minuto 120 vuelve a aumentar la hemolisis que luego
disminuye levemente en el minuto 180.

En el minuto 3 se aprecia un valor negativo atribuible principalmente a errores

experimentales.
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complejo QUIT-CI
Fe [8,0808 x 10"-6]

Tiempo(min) N° eritrocitos Muertas/total
células
1 32 0
3 58 negativo 0.81
5 16 0.5
15’ 26 0.19
30’ 26 0.19
120’ 16 0.5
180’ 21 0.34

Tabla 2: tiempo V/s relacion entre células muertas y el total de células para el complejo
quitosano cuando R = -Cl de concentracién [8,0808 x 10"-6].

En la tabla N° 3 se observan los resultados obtenidos para el complejo de
quitosano cuando su radical metoxi (R=-OCH3) en presencia de eritrocitos. Se pueden
observar que en el minuto 3 hay una baja muerte celular respecto al minuto 1, mientras

qgue en el minuto 15 y 180 se observa un notable aumento de muerte celular.

complejo QUIT - OCH3
Fe [3,1148x10"-5]
Tiempo(min) N° eritrocitos Muertas/total
células

1 16 16

3 12 12

5 20 20
15’ 5 5
30’ - -
120’ - -
180’ 5 5

Tabla 3: tiempo V/s relacidén entre células muertas y el total de células para el complejo
quitosano con radical metoxi (R=-OCH3) de concentracion [3,1148x107-5].

En la tabla N°4 se pueden observar los resultados obtenidos para el complejo
guitosano con el radical hidrogeno en presencia de eritrocitos. Se puede apreciar que
en el minutos 3 hay una baja muerte celular, mientras que desde el minuto 5 al 30

aumenta para permanecer relativamente constante hasta el minuto 180.

10



Universidad del Bio-Bio

. Red de Bibliotecas - Chile

complejo QUIT-H

Tiempo(min) N° eritrocitos Muertas/total
células
1 1931 0
3 837 0,57
5 592 0,69
15’ 277 0,87
30’ 187 0,9
120’ 11 0,99
180’ 5 0,99

Tabla 4: tiempo v/s relacidon entre células muertas y el total de células para el complejo

quitosano con radical hidrogeno.

En la tabla N°5 se pueden ver los resultados para el comportamiento del complejo
frente a la presencia de eritrocitos. La accion citotéxica del complejo incrementa en el

tiempo acoplandose a esta accion otros factores como la temperatura, cambios de pH,

etc.

R:-CHg
Tiempo(min) N° eritrocitos Muertas/total
células

1 293 0

3 288 0,02

5 197 0,33

15’ 169 0,42

30° 77 0,74
120’ 59 0,78
180’ 58 0,80

Tabla 5: tiempo v/s relacion entre células muertas y el total de células para el complejo

de hierro cuando el sustituyente es el grupo metil.

11
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IV.2 Eritrocitos en presencia de complejos de quitosano y la enzima

En la figura 5 se puede observar el porcentaje de células vivas en funcion del
tratamiento tanto con la enzima esfingomielinasa C, como con el complejo de quitosano
que presento ser menos nocivo frente al glébulo rojo.

El control se trata de eritrocitos en solucion de cloruro de sodio al 0,9%, mientras
que el tratamiento de eritrocitos con la enzima muestra una notable disminucion de las
células vivas entre un 50% y un 60% en un tiempo de 15 minutos. El ensayo entre los
eritrocitos en presencia de los complejos de quitosano, indican que la mayoria de estos
complejos provocan igual o mayor muerte celular que la enzima, exceptuando el
complejo de quitosano sustituido con el grupo metil (-CH3) que presenta
aproximadamente un 5% de muerte celular. Al realizar el estudio con eritrocitos este
complejo y la enzima se observa que el complejo protege a los eritrocitos mostrando

una muerte celular menor a un 80%.

15 minutes

* distinto control

%ocelulas vivas

Tratamiento

Figura 5: razén entre células vivas y células totales v/s el tratamiento con los diferentes
complejos de quitosano y la enzima esfingomielinaza C.

12
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V. Conclusién

El complejo de quitosano de hierro sustituido con el grupo metil provoca menor
muerte celular de eritrocitos en solucion acuosa. Cuando este complejo esta en
presencia de la toxina esfingomielinasa C, protege al eritrocito ya que interactda con la
toxina oxidando una parte de ella. El cambio estructural o funcional de una parte de la
toxina hace que su cinética sea mas lenta.

El mecanismo por el cual ocurre la interaccion entre el complejo y la toxina aun no
es conocido, y la explicacion de que solo el complejo de hierro con el sustituyente metil
presenta actividad con la esfingomielinasa C, se puede atribuir a la accién del grupo
metil como parte importante en el encaje con la toxina 0 como grupo que permite que el

complejo de quitosano englobe la toxina.

13
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