UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA
CENTRO DE INVESTIGACION EN GENETICA Y AMBIENTE
MAESTRIA EN CIENCIAS EN SISTEMAS DEL AMBIENTE

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA

Inhibicion de la carbonilacion producida por paraquat en plasma
humano, por accion del extracto de tejocote (Crataegus mexicana)

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRA EN CIENCIAS EN SISTEMAS DEL AMBIENTE

PRESENTA:
L.N. Brenda Berenice Tlatelpa Morales

BAJO LA DIRECCION DEL:
Dr. Daniel Méndez lturbide
Dra. Edelmira Garcia Nieto

Tutores:
Dra. Madai Romero muioz
Dr. Aarén Mendieta Moctezuma

Wn en
\Q“( 6’ Ne

B %

& °
& “
v 3 A

. g

-~

3
=

Centrg

Ixtacuixtla, Tlax, octubre de 2019



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA cote: B

CENTRO DE INVESTIGACION EN GENETICA Y AMBIENTE
MAESTRIA EN CIENCIAS EN SISTEMAS DEL AMBIENTE e
AUTORIZACION DE IMPRESION s

LIC. BRENDA BERENICE TLATELPA MORALES
CANDIDATA A MCSA
PRESENTE

En cumplimiento al articulo 52 fraccion “d” del Reglamento General de Evaluacién Académica, el comité
de titulacién ha revisado el trabajo de investigacion titulado: “Inhibicién de la carbopilacién producida por
paraquat en plasma humano, por accion del extracto de tejocote (Crataegus mexicana)®, realizado bajo
la direccion del Dr. Daniel Méndez Iturbide. No habiendo encontrado objeciop algiina, se autoriza su
impresion:

Dra. Patricia Limén Huitrén /f'%

Dr . Daniel Méndez Iturbide \ / : T

Dra. Edelmira Garcia Nieto /(\){(:M

Dr. Aaréon Mendieta Moctezuma % / /7
Vi

Dr. Héctor Santos Luna Zendejas 2

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

“POR LA CULTURA A LA JUSTICIA SOCIAL”
Ixtacuixtla, Tlax., 04 de octubre de 2019.

DRA. EDELMIRA GARCIA NIETO
COORDINADORA GENERAL DEL CIGyA Y DEL POSGRADO

c.c.p. Expediente

Documento exclusivo para uso de la dependencia responsable o autoridad correspondiente




Agradecimientos

Jehova, tu amor y tu bondad no tienen fin, me permites sonreir ante todos mis
logros que son resultado de tu ayuda y cuando caigo y me pones a prueba,
aprendo de mis errores y me doy cuenta de que los pones en frente mio para que
mejore como ser humano y crezca de diversas maneras, gracias Dios por

permitirme vivir y disfrutar de cada dia.

Agradezco al Dr. Daniel Méndez Iturbide por creer en mi desde un inicio, no me
dejo descansar ni un solo momento hasta lograr la meta. No tengo palabras

suficientes para agradecerle por todos los consejos, este logro se lo debo a usted.

Agradezco al comité tutorial, personas de gran sabiduria quienes se han esforzado
por ayudarme a llegar al punto en el que me encuentro, sencillo no ha sido, pero
gracias a las ganas de trasmitirme sus conocimientos y dedicacion, he logrado

importantes objetivos como culminar el desarrollo de esta tesis con éxito.

Gracias a mis padres por ser los principales promotores de mis suefios, gracias a
ellos por confiar y creer en mi y en mis expectativas dia con dia. Gracias a mi
madre por estar dispuesta a acompafarme en cada larga y agotadora noche de
estudio; gracias a mi padre por desear y anhelar siempre lo mejor para mi vida.

Gracias Dios por permitirme tener y disfrutar a mi familia, gracias a ellos por

apoyarme en cada decision y proyecto. Gracias por creer en mi.

La vida es hermosa y una de las principales caracteristicas es que la podemos
compartir y disfrutar con quienes amamos, gracias a mi pareja por entenderme,
porque en todo momento ha sido un apoyo incondicional en mi vida, eres la
felicidad encajada en una sola persona. Mis sinceras gracias para ti que has sido
un pilar muy importante en mi vida, nunca terminaré de agradecerte por tanta

ayuda. Te amo.

Mediante estos agradecimientos quiero exaltar la labor de todos mis comparieros,

todos aquellos que estuvieron presentes durante toda o la mayor parte de la



realizacion de tesis, gracias a aquellos que con respeto y decencia realizaron

aporte a esta, gracias a todos.

Gracias a la vida porque cada dia me demuestra lo hermosa que es y lo justa que

puede llegar a ser.



INDICE PAGINA

1. RESUMEN. ... e eaans 9
2. AB ST R A CT e e eee 11
3. INTRODUGCCION......coouieieeeieeeeeeeeete ettt eae et eae e 12
3.1. Historia de 10S plaguiCidas. ............ceeeieeeiiiieeiiiie e 12
3.2. PlaguiCidas €N MEXICO........ccceruuruuiiiieeeeeeeeeiie e e e e e e e e e e 15
3.3. EXxposicion a los plaguicidas ..........ccccoeevviieiiiiiiiiiie e 19
I o T = Lo [ U = | S PP 20
3.5. Mecanismos de toxicidad del paraquat ................ccooerriviiiiiiiiie e, 21
3.6. Radicales lIDres........coooiiiiii 24
N R o 0] (=1 o T L PP UTT T UUTPPPPPRRR 28
3.7.1 Estrés oxidativo de 1as proteinas ..........cccuvveeeeieeeei i 30
3.7.2 Carbonilacion de ProteiNas ..o iiiiiiiiiieee e 33
3.7.2.1 Técnicas para la deteccidn de carbonilacion .............cccccvvvvvvvvevnnnnnnnn. 36
3.8, ANLOXIAANTES......coiiiiiiiiii 40
3.9. Elgénero (Crataegus MEXICANA).........cceevrrrruuiiiiieeeeieeeiiiieeeeeeeeeeeeeanaanes 44
4. ANTECEDENTES ... . et 45
5. JUSTIFICACION ...t 48
6. HIPOTESIS ..ottt 49
7. OBUIETIVOS ... e e e 50
7.1. ODJetiVO gENEIAI .......uueiiii e 50
7.2. ODbjetivos €SPECITICOS ..uuiii i e 50
8. METODOLOGIA ...ttt 51
8.1. Obtencion de 10s frutos de teJOCOLE .........ccevvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 51
8.2.  ObtenciOn de eXIraCtos ...........coovviiiiiiiiiiiiii e 51



8.3. Toma de muestra SANQUINEA ..........ccevvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 52

8.4.  CUIva dOSIS rESPUESEA.........cceiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 52
8.5. Cuantificacion de proteinas por el método de LOWrY ..........cccceeeeeeeeeennnnne 53
8.6. Determinacién de grupos carbonilo por el método alcalino DNPH........... 54
9. RESULTADOS ...ttt e e e eees 56
9.1. Cuantificacion de proteiNa...........ccceeiiieeiiiieeiiiii e 58
9.2. Curvas dosis respuesta de paraquat.............cccceeeeeeeeieieeiiiiiiiieeeeeeeeeriin 59
9.2.1. ESPECLro de ParaqUaAL ............ceeeeeeeiirieiiiiiiiieeeeeeeeeeetieee e e e e e e e e eeennnns 59
9.2.2 Intervalo lineal de paraquat ...........coooevvuiiiiiiieeeeieeee e 60
9.2.3 Concentracién efectiva media de paraquat............ccccccceeeeeeeeeeeeeeviinnnnnnn. 61

9.2.3 Concentracion maxima inhibitoria media del extracto de acetona de

TEJOCOTE ...ttt 62
9.2.4 Inhibicion la de carbonilacion...............cccceeeeieiiiiiiiie e, 63
10. DISCUSION. ...t 64
11. CONCLUSION ..., 69
12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ccovieeeeeeeeeeeeeeee e 70
INDICE DE FIGURAS PAGINA

Figura 1.Estructura quimica de algunos plaguicidas usados durante la

Revolucion INAUStrial ..........oooviviiiiiiiieeeeee 12
Figura 2. Plaguicidas derivados a partir del NitrGgeno. ............cccovvvvvivieieeeeeeeeennns 14
Figura 3. Estructura quimica del paraquat...................eeueeueimeimiiiiiiiiiiei. 14
Figura 4.Ciclo redox del paraquat (PQ) ..........uuuuurrimimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeineneans 22
Figura 5. Mecanismo de accién del herbicida paraquat en las plantas ................ 23
Figura 6. Mecanismo de toxicidad del herbicida paraquat en el organismo. ........ 24
Figura 7. Representacion esquematica de un radical libre..............ccccccviiiininnnnns 25

6



Figura 8. Especies reactivas de OXIgEN0 ..........uuuuuuururmririiiiiiiiiiiiiininnnnennnnnnnnnnnnne. 26
Figura 9. Factores que incrementan la formacion de radicales libres................... 27
Figura 10. Estructura quimica de las proteinas. ........ccccccceeeeeeieeeeeieeiiiiii e, 29
Figura 11. Tipos de oxidacion de Proteinas...........cccevveeuvuriiiieeeeeeeeiices e e e eeeeeennns 32
Figura 12. Estructura quimica de un aminoacido carbonilado................ccceeeeeen. 33
Figura 13. Representacion quimica de la oxidacion directa de aminoacidos. ...... 34
Figura 14. HidroliSiS de ProteiNas .........ccoiiviiiiiiiiii e e e e eeeaens 35
Figura 15. Adicion de MIiChael. ............cooiiiiiiiiii e 35
Figura 16. Esquema de la glicacion y glicosilacion de proteinas.............cccceeee.... 36
Figura 17. Proteinas carboniladas producidas por oxidacion directa de
aminoacidos después de la reaccidn con especies reactivas de
oxigeno. Grupos carbonilo derivatizados con DNPH y el aumento
asociado en el peso molecular causado por las modificaciones se
LU RS (= =T = V4 U | SRR 39
Figura 18. Antioxidantes eNdOgENOS ............uuuuiiiiieeeiiieiiiiiie e e e e e e e e eeeanes 41
Figura 19. Antioxidantes exdgenos, sitio de accion, localizacion y produccién
en una célula eucarionte ..........ccccee oo, 42
Figura 20. Tipos de flavonoides...........ccoiiviiiiiiiiii e 43
Figura 21. Crata@gus MEXICANA.......uieeeeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeeeetiieaeeeeeeeeeeasasneeeeeseeeennns 44
Figura 22. Mecanismo de accion del método ............coooviiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 54
Figura 23. Obtencion de eXIracCtOS........ccoueiiiiiiiiiiiiiie e 57
Figura 24. Obtencién de plasma sanguineo y cuenta de proteina. ..............cc...... 58

Figura 25.

INDICE DE TABLAS

Espectro de absorcion del paraquat generado a través de las lecturas

de absorcion UV VISIDIE. .....con e 59

PAGINA

Tabla 1. Uso de pesticidas para cultivos de hortalizas en México. .........ccc.......... 15

Tabla 2. Plaguicidas prohibidos y restringidos en México por su alto riesgo en

12 SAIUA NUMBINA .. et e e e reaaes

Tabla 3. Areas y plaguicidas aplicados por tipo de CUltivo.............cc.ccveeveeenenne...



Tabla 4. Clasificacion de plaguiCidas ............couvvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18

Tabla 5. PeS0 de eXtraCtOS SECOS. .....ccuuuuuiiiiiieiiiieiiiiiie e et e e e eaea s 56
Tabla 6. Proteina MQO/ML .......coiii e 58
Tabla 7. Absorbancias de paraquat. ............cceeeevieeriiiiiiiie e e 60
Tabla 8. Concentracion de carbonilaCion..........ccccccvvvvvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 61
Tabla 9. Inhibicidn de carbonilacion...........cccccccvvvviiiiiiie 62
Tabla 10. CarbonilaCiON .........ccoii e 63
INDICE DE GRAFICAS PAGINA
Gréfica 1. Intervalo lineal de paraquat. ............ccoovvvviiiiiiiieeeeeeeeeee e, 60
Gréfica 2. Concentracion efectiva 50 de paraquat a 370 NM........cccoeeeeevvveveivnnnnnn. 61

Gréfica 3. Determinacion de la ICs del extracto de acetona de tejocote a
G 70 N 1 11 T 62

Grafica 4. Carbonilacion @ 370 MN. ....on e 63



1. RESUMEN

La preocupacion del hombre por la actividad agraria se basa principalmente en la
necesidad de nutrirse y de alimentar a un grupo de personas cada vez mayor,
para ello se requieren de diversas practicas que contribuyan a una buena
produccion de alimentos, entre ellas esté la preparacion del suelo, las practicas de
siembra como la fertilizacion y el control de plagas y malezas que se da mediante
la aplicacion de diversos plaguicidas, cuya finalidad es la de prevenir o eliminar
cualquier plaga que interfiera en la produccion de los alimentos. Entre esta gran
variedad de productos quimicos se encuentran los insecticidas, acaricidas,
fungicidas, nematocidas, fitorreguladores molusquicidas, rodenticidas y herbicidas;
dentro de este ultimo encontramos al paraquat (1,1’-dimetil-4,4’-bipiridilo), el cual
es un herbicida que pertenece al grupo de los bipiridilos, que de acuerdo con la
OMS es clasificado como moderadamente peligroso tiene una dosis letal media de
3 a 5 g/kg, en México sigue siendo muy utilizado debido a que es un producto de
bajo costo, féacil acceso y rapida accién, sin embargo en otros paises ha sido
prohibido y restringido ya que es considerado altamente téxico debido a que es
productor de radicales libres, los cuales dafian a las diferentes macromoléculas
del organismo (DNA, lipidos, proteinas). Las proteinas van a sufrir diversos tipos
de oxidacién entre ellas la carbonilacion, la cual es definida como un proceso
postraduccional irreversible que ataca principalmente a las cadenas laterales de
los aminoé&cidos, dafiando su estructura y como consecuencia la funcién que
desempeiia cada una de ellas. Para evitar que se desborde el aumento oxidativo,
se requieren de sistemas antioxidantes propias del organismo, pero cuando estas
son incapaces de contrarrestar este efecto, se requiere de antioxidantes
exdgenos, que van a ser adquiridos mediante el consumo de alimentos ricos en
antioxidantes como es el caso del fruto de tejocote (Crataegus mexicana) que ha
demostrado tener gran poder antioxidante de tipo flavonoide que pueden tener
efectos positivos para la salud, como: evitar el envejecimiento prematuro y
contrarrestar la proliferacion de radicales libres, lo cual se ha relacionado con

enfermedades cronico degenerativas. Por tanto el presente trabajo propone



evaluar la actividad antioxidante de extractos organicos del fruto de tejocote sobre

la carbonilacion de proteinas humanas.
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2. ABSTRACT

The concern of man for the agricultural activity is based mainly on the need to
nourish and feed a growing group of people for this, several practices that
contribute to good food production are required, among them is the preparation of
soil the sowing, nutrition and control of pests and weeds that occurs through the
application of various pesticides that have the purpose of preventing or eliminating
any pest that interferes with the production of food. Among this great variety of
chemical products that are used in agriculture to protect crops are insecticides,
acaricides, fungicides, nematocides, phytoregulators molluscicides, rodenticides
and herbicides; within the latter we find paraquat (1,1-dimethyl-4-bipyridyl), which
is a herbicide that belongs to the group of bipyridyls and according to WHO is
classified as moderately dangerous, has an average lethal dose of 3 to 5 g/kg, has
an average lethal dose of 3 to 5 g/kg, however, in other countries it has been
banned and restricted as they consider it highly toxic since it is a producer of free
radicals which will damage the different macromolecules of the organism (DNA,
lipids, proteins). The proteins will suffer various types of oxidation including
carbonylation, which is defined as an irreversible post-translational process that
mainly attacks the side chains of the amino acids, damaging their structure and,
consequently, the function that each one performs. To prevent the oxidative
increase from overflowing, antioxidant systems of the body are required but when
these are unable to avoid the effect of free radicals it requires exogenous
antioxidants that are going to be acquired through diet, that is, with the
consumption of foods rich in antioxidants such as the fruit of hawthorn (Crataegus
mexicana) that has shown to have great flavonoid antioxidant power and they can
have positive effects for health, such as: avoiding premature aging, and
counteracting the proliferation of free radicals which has been linked to chronic
degenerative diseases. Therefore, the present work proposes the evaluation of the
antioxidant activity of organic extracts of the hawthorn fruit on the carbonylation of

proteins.
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3. INTRODUCCION

3.1. Historia de los plaguicidas.

En el desarrollo del hombre se tuvo la necesidad de crear sustancias capaces de
prevenir o eliminar cualquier plaga que interfiera en la produccion de los cultivos.
Durante la Revolucion Industrial surgid la era de las fumigaciones, donde se
utilizaban productos elaborados a base de compuestos simples como: el caldo
bordelés (una mezcla de sulfato de cobre con cal), el verde de Paris
(acetoarsenito de cobre), el acido carbolico o fénico, el bromuro de metilo y el

disulfuro de carbono, entre otros (Figura 1) (Bedmar, 2011; Del Puerto et al. 2014).

.0 0]

As T As
2
4 Cu?* 6\As/6 /§O CuSO, - 3 Cu(OH),

e} Caldo bordelés
2 2

Acetoarsenito de cobre
(verde de Paris)

OH
H,C”~ S=C=S8
Bromuro de metilo Disulfuro de
. carbono
Acido carbdlico 6
acido fénico

Figura 1.Estructura quimica de algunos plaguicidas usados durante la Revolucién Industrial (Del
Puerto et al. 2014)

En la década de 1920, en los Estados Unidos de América surgi6 la era de los
productos sintéticos, con la preparacion de compuestos derivados a partir de
nitrdgeno, en esta época se desarroll6 la mayoria de los productos sintéticos que
son utilizados hoy en dia. Sin embargo durante la Segunda Guerra Mundial la
produccion de herbicidas presenté un incremento exponencial con el desarrollo de
insecticidas como el DDT (1,1,1-tricloro-2,2-bis-etano) y para el aflo de 1945 se

comercializaban insecticidas similares, tales como Aldrin, Clordane y Heptacloro,
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asi como el herbicida 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético), cuya mezcla con el
2,4,5-T (&cido 2,4,5-triclorofenoxiacético) se denomin6 agente naranja 'y se empled

como defoliante durante la guerra de Vietnam (figura 2) (Bedmar, 2011).

Posteriormente el grupo de los bipiridilos fue producido por vez primera para
propésitos comerciales en 1961 y estan hoy en dia entre los herbicidas mas
usados por su rapida acciéon. Para 1969 fue introducido a México y América Latina
por un grupo de empresas de la corporacion Transquimica de México y por
Petroquimica del Bajio, ambas subsidiarias del grupo corporativo Celamex. La
Union Europea autorizé el paraquat, herbicida del grupo de los bipiridilos en el afio
2004 debido a un fallo judicial, a causa de un litigio que Suecia apoyada por
Dinamarca, Austria y Finlandia mantuvieron contra la Comision Europea. El 11 de
julio de 2007 los tribunales anularon la directiva que autorizaba al paraquat (Figura
3) como una sustancia activa de proteccion para las plantas prohibiendo desde
entonces su comercializacion dentro del &mbito de toda la Union Europea. El uso
de paraquat ha sido sujeto de controversia al menos durante dos décadas,
especialmente cuando se considera la seguridad de los campesinos y de los
trabajadores agricolas de los paises en desarrollo. Desde entonces se cred por
sintesis quimica un gran numero de sustancias plaguicidas, pero también la
experiencia de su uso, el conocimiento de como funcionan en los ecosistemas y el
afloramiento en la sociedad de la conciencia ambiental llevaron a la prohibicién de
muchos de los méas antiguos (Bedmar, 2011; Madeley 2002; Wesseling et al.,
2001).
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Figura 2. Plaguicidas derivados a partir del nitrégeno (Bedmar, 2011).
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Figura 3. Estructura quimica del paraquat (Bedmar, 2011).

Cortinas (2000) en su estudio “Proyecto para habilitar a México a formular el Plan
Nacional de Implementacion (PNI) para dar cumplimiento al Convenio de
Estocolmo” documenté los estados y zonas con el mayor uso de plaguicidas en
México: Sinaloa, Chiapas, Veracruz, Jalisco-Nayarit-Colima, Sonora, Baja
California, Tamaulipas, Michoacan, Tabasco, Estado de México y Puebla-Oaxaca,
siendo el mayor consumidor de pesticidas Sinaloa con un 30% y los otros estados
en conjunto el restante 70%. Los productos destinados al mercado de exportacién
son monitoreados para consumo seguro, siendo muy importante la evaluacion del
contenido de residuos de plaguicidas, en cuyo caso no debe exceder los niveles
maximos permitidos (LMRs), asi como de metales pesados y calidad

microbiolégica, para que no exista una amenaza para la salud humana.
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3.2. Plaguicidas en México

La tabla 1 muestra la lista de los productos prohibidos y restringidos en México,
asi como productos prohibidos en otros paises, pero permitidos en México. Se
destacan productos como endosulfan, metamidofos y monocrotofos que son
utilizados frecuentemente en cultivos de hortalizas en México; por lo tanto, estos
productos pueden presentar restricciones para el mercado de exportacion, en
funcion de los reglamentos fitosanitarios en uso; no habria ninguna de éstas para
el mercado nacional, siempre y cuando las regulaciones de registro y de

autorizacion sean respetadas para un cultivo especifico, y sobre todo, no estén por

encima del LMP de los productos.

Tabla 1. Uso de pesticidas para cultivos de hortalizas en México.

Pesticidas prohibidos en otros
Pesticidas prohibidos Pesticidas restringidos paises, pero autorizados en
México
Acetato de fenilo DDT Alaclor
Mercurio BHC Captan
Aldrin Lindano Paraquat
Cianofos Dicofol 24D
Dialifor Paraquat
Dieldrin Pentaclorofenol
Dinoseb Metoxicloro
Endrin
Erbon
INE, 2010.

Pérez et al. (2013) citaron que en México no hay un control regulado sobre el uso

de plaguicidas ya que aun se autorizan y utilizan algunos plaguicidas prohibidos

en otros paises (tabla 2).
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Tabla 2. Plaguicidas prohibidos y restringidos en México por su alto riesgo en la salud humana

Prohibidos en México Restringidos en México

Prohibidos en otros paises y

autorizados en México

Acetato o propinato de fenil, DDT, BHC, Aldicarb, Dicofol,
mercurio, Acido 2,4,5-T; Aldrin, Forato, Lindano, Metoxicloro,
Cianos, Cloranil, DBCP, Mevinfons, Paraquat,
Dieldrin, Dinoseb, Endrina, Pentaclorofenol y Quintozeno.
Erbon, Formotion,
Fluoroacetato de sodio,
Fumisel, Kepone/Clordecone,

Nitrofen, Mirex y Monuron.

Alaclor;  Aldicarb,  Azinfos
Metilico, Captafol, Carbarilo,
Captan, Clordano, DDT,
Dicofol, Diurén, Endosulfan,
Forato, Fosfamidon, Kadetrina,

Linurén, Maneb, Meditation, M

etamidofos, Metoxicloro;
Mevinfos; Menocrotofos,
Ometoato, Oxyfluorfen,

Paraquat, Paration Metilico,
Pentaclorofenaol, Quitoceno,
Sulprofos, Triazofos,
Tridemorf, Vamidotion y

2,4-D.

http://www2.ine.gob.mx/sistemas/plaguicidas/buscar/tipo/index.html

Por su parte, Hernandez y Hansen (2011) en su proyecto “Uso de plaguicidas en

dos zonas agricolas de México y evaluacion de la contaminacion de agua y

sedimentos” observaron que la superficie total sembrada en el DR 063 (Distrito de

Riego 063) fue de 166,911 ha mientras que en la ZAR (Zona agricola de

referencia), fue de 173,539, que en el periodo 2007-2008, se aplicaron un total de

707 t de plaguicidas en el DR 063, donde tipicamente se tienen dos ciclos

agricolas, mientras que en la ZAR, se aplicaron 521; los plaguicidas provenian de

25 grupos quimicos (Tabla 3).
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Tabla 3. Areas y plaguicidas aplicados por tipo de cultivo

Cultivo Grupo quimico Ingrediente activo Superficie Cantidad aplicada
(ha) (tafio™)
DR 063 ZAR DR 063 ZAR
Cacao Organofosforado Paration 0 8867 0 732
Café Bipiridilo Paraquat 0 45813 0 232
Compuestos de cobre Oxicloruro de cobre 0 131.94
Fosfonometilglicina Glifosato 0 3323
Calabacita Organofosforado Metamidofos 595 0 123 0
Caiia de aziicar Bipiridilo Paraquat 0 11249 0 0.88
Carbamato Carbofuran 0 11.25
Clorofenoxi 24-D 0 0.0032
Derivado de la urea Diurdn 0 546
Fosfonometilglicina Glifosato 0 318
Triazina Atrazina y ametrina 0 14.17
Cebolla Piretroide Zeta cipermetrina 3 0 0.0002 0
Chile verde Pentaciclina Abamectina 944 0 0.04 0
Triazina Cyromazina 0.29 0
Frijol Benzimidazol Benomilo 17590 0 6.38 0
Piretroide Lambda cyalotrina 0.22 0
Antibiético Oxitetraciclina 152 0
Jitomate Pentaciclina Abamectina 5247 0 0.22 0
Triazina Cyromazina 1.61 0
Maiz Bipiridilo Paraquat 116055 25160 0 835
Carbamato Carbofurdn 0 5.96
Clorofenoxi 24-D 245.22 0.0062
Fosfonometilglicina Glifosato 0 521
Organofosforado Clorpirifés etilico 133.68 2.01
Piretroide Cyalotrina 0 2298
Sulfonil urea Nicosolfuron 0 0.18
Sal de acido benzoico Dicamba 267.84 0
Triazina Atrazina 1.12 821
Mango Benzimidazol Benomilo 0 16442 0 2.06
Carboxamida Captén 0 2.74
Compuestos de cobre Oxicloruro de cobre 0 526
Ditiocarbamato Mancozeb 0 438
Inorgénico Azufre elemental 0 12.74
Organofosforado Malation 0 1691
Piretroide Zeta cipermetrina 0 723
Melén Organofosforado Metamidofos 79 0 0.04 0
Palma de aceite  Bipiridilo Paraquat 0 4203 0 0.74
Papa Bipiridilo Paraquat 1616 0 2.87 0
Papaya Bipiridilo Paraquat 0 968 0 236
Ditiocarbamato Mancozeb 0 3.10

Hernandez y Hansen 2011.

17



En las dltimas siete décadas, el control de plagas se ha basado principalmente en
el uso indiscriminado de plaguicidas sintéticos; la mayor parte de ellos, son
productos quimicos que se emplean en la agricultura y horticultura, asimismo, en
el combate a vectores. De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), los plaguicidas abarcan herbicidas,
insecticidas, fungicidas, desinfectantes o cualquier sustancia (pura o mezcla)
(tabla 4), que puede prevenir, destruir o controlar plagas; es decir, animales no
deseados o0 especies de plantas que puedan dafar la produccion, el
procesamiento, el almacenamiento, el transporte o la comercializacion de

alimentos, de productos agricolas y de productos de madera (FAO, 2015).

Tabla 4. Clasificacién de plaguicidas

INSECTICIDAS HERBICIDAS RODENTICIDAS FUNGICIDAS
Organoclorados Clorofenoxiacéticos Fosfuro de zinc Hexaclorobenceno
Organofosforados Bipiridilos Derivados del acido Organomercuriales
fluoroacético
Piretroides Alfa naftil tiourea Pentaclorofenol
Insecticidas botanicos Anticoagulantes Ptalimidas
Carbamatos Ditiocarbamatos
(FAO, 2015).

Si bien la aplicacion de plaguicidas favorece el control de plagas, su uso excesivo
ha generado efectos colaterales dafinos afectando los ecosistemas y las especies
presentes (Mostafalou y Abdollah, 2017). Por lo tanto, la circulacion y la
acumulacion de plaguicidas en agua, aire y cadena alimentaria han incrementado
gue la poblacion humana este expuesta a ellos, provocando mortalidad infantil,
efectos carcinogénicos, neurotoxicos, reproductivos, metabdlicos y enfermedades

tales como el Alzhéimer (Nayara et al., 2017).
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3.3. Exposicién alos plaguicidas

Las vias de exposicion humana a plaguicidas son a travées de las vias
respiratorias, digestiva y dérmica, asimismo, la toxicidad se manifiesta

dependiendo de la via de exposicion.

Exposicion oral:

Se refiere a la ingestion "de una sola toma" de un plaguicida, que causa efectos
toxicos en un ser vivo. Puede afectar tanto al manipulador como al resto de la
poblacién expuesta, aunque el riesgo de ingerir en una sola dosis la cantidad
correspondiente a la DLsp (dosis letal media) oral aguda, s6lo puede ocurrir por
accidente, error, ignorancia y puede causar rapidamente la muerte, la cual puede
ocurrir a raiz de la formacion de un orificio en el es6fago o por una inflamacién
grave de la zona que rodea los grandes vasos sanguineos y las vias respiratorias

en la parte media del torax.

Exposicion dérmica:

Se refiere a los riesgos toxicos debidos al contacto y a la absorcion del plaguicida
por la piel, aunque es menos evidente y sus dosis letales son siempre superiores a
las orales, debido a ello se presenta mayor riesgo para el manipulador que para el

resto de la poblacion.

Exposicién por inhalacion:

Se produce al respirar una atmosfera contaminada por el plaguicida, como ocurre
con los fumigantes, o cuando un ser vivo esta inmerso en una atmosfera cargada
de un polvo insecticida o en pulverizaciones finas (nebulizacién, rociamiento o

atomizacion (Del Puerto et al., 2014; Plengue et al., 2007).

Muchos factores han causado que las muertes (ocupacionales) sean
subestimadas y los suicidios sobreestimados. Los plaguicidas contribuyen

significativamente a reducir las pérdidas en los cultivos, pero ha sido evidente que
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Su uso puede llegar a ser contra productivo cuando no son formulados,
almacenados y usados de acuerdo a los estandares nacionales e internacionales
de seguridad (Kahkodnen, 1999). Se estima que a nivel mundial cada afio un 3% de
los trabajadores agricolas sufre un incidente de intoxicacién con plaguicidas y que
ocurren como minimo 3 millones de intoxicaciones severas y 20.000 muertes no
intencionales por afo, la mayoria en paises en desarrollo (WHO, 1990; UNEP,
2004).

El territorio mexicano ha sido profundamente alterado por las actividades humanas
en los ultimos cien afos; durante los 70s y 80s los cultivos eran comunmente
rociados con plaguicidas organoclorados (OC), DDT y Toxafeno, que son
productos quimicos altamente persistentes, lipofilicos y bioacumulables. Después
de la prohibicion de los pesticidas OC, los organofosforados, los carbamatos y los
piretroides (entre otros) son los que se usan intensivamente (Hernandez y
Hansen, 2011). Un plaguicida se clasifica de acuerdo con diferentes criterios:
composicién quimica, los organismos que controlan, el modo de accion y el
organismo al que sera destinado, es decir, sobre quién ejercerd su mecanismo de
accion: insecticidas, bactericidas, acaricidas, molusquicidas, rodenticidas,
avicidas, fungicidas, herbicidas (FAO 2015).

3.4. Paraquat

Entre toda esta gama de plaguicidas encontramos al paraquat (1,1’-dimetil-4,4’-
bipiridilo) el cual es un herbicida no selectivo y no sistémico, es téxico y pro-
oxidante, de amplia utilizacién en la agricultura que causa efectos biolégicos a
través de lesiones por estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial, actia sobre el
fotosistema, especificamente en el cloroplasto (figura 4) (Sengupta et al. 2017;
Rivero et al. 2001). El paraquat se utiliza para el control de la maleza en la
produccion de café, cacao, coco, palma de aceite, caucho, banano, papaya,

mango, maiz y cafia de azlcar, entre otros (Camacho et al. 2017).
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En México el paraquat es esparcido sobre los campos en dosis letales para los
cultivos y esto afecta a los campesinos y sus familias que por lo general viven
junto a ellos, pues aunque el paraquat y el 2,4-D (que también es toxico) se
desintegran gradualmente después de caer en el suelo, es posible que al caer
contaminen el agua, a maiz y otros productos alimenticios que son consumidos
por los campesinos y sus familiares antes de que el herbicida esté totalmente
degradado. El problema puede ser grave tanto por los dafios que ocasiona el
paraquat en la salud humana como en el ambiente, la Comision Federal de
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (Cofepris) cataloga al paraquat como un
herbicida de toxicidad nivel 2 en una escala del 1 al 5, donde el nivel 1 es el nivel
maximo de toxicidad. Su dosis letal en humanos es de 35 mg/kg via oral, por lo
que la Cofepris obliga a que su etiquetado incluya una advertencia de “peligro” y
que se sefale que se trata de una sustancia que puede ser mortal en caso de

ingesta, inhalacién o contacto con la piel (Cofepris, 2016).

Existen diversas presentaciones comerciales con el compuesto activo de paraquat
estas presentaciones vienen formulados en concentraciones variables y se le
agregan anticorrosivos, agentes surfactantes, diluyentes y humectantes. La
mayoria de las formulaciones tienen un color verde o azul y pueden contener un
emético, los mas communes son: Gramoxone®, Gramuron®, Herbaxone®,
Pillarxone®, Radex D®, Gramonol®, Gramocil®, Cyclone®, Speeder®, Katalon®,
Uniguat®.

3.5. Mecanismos de toxicidad del paraquat

Su accion como herbicida (figura 4 y 5) esta relacionada con la luz solar; forman
radicales libres que reaccionan con el oxigeno, generando el radical superdxido, el
cual desintegra los tejidos y membranas de las células vegetales. Si se siegan las
plantas antes de la exposicion a la luz solar este permanece inalterado en la
planta. El paraquat ejerce su actividad herbicida al interferir con los sistemas de la

transferencia de electrones intracelular a través de la inhibicién de la coenzima
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nicotinamida adenina nucleétido fosfato oxidada (NADP-), la reduccién de NADP
(NADPH) durante la fotosintesis reduce los iones del paraquat (PQ-?+) a un radical
libre mono-cation (PQ-+x-) que a su vez puede reaccionar espontaneamente con el
oxigeno, lo que conduce a la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
como el anién superéxido (O%), el oxigeno singulete (*O.), el hidroxilo (HO™), y
los radicales peroxilo (ROO-); estas especies puede reaccionar con las
membranas celulares de las plantas, causar la peroxidacion lipidica y finalmente la
muerte celular (Blanco et al. 2014).

CITOPLASMA /

HyC- N \ / N-CH

Po
ONOOQ €— ON' + 0y Paraquat NADPH
§ CICLO REDOX Q
9 0, NADP* + H*

Hzoz%ﬁ 2H0 .
2 HSC N / N CH3
REACCION DE 2GSH  GSSG
FENTON PQ*

OH’ NADP*  NADPH¢H* RADICAL LIBRE PARAQUAT

Figura 4.Ciclo redox del paraquat (PQ) (Blanco et al. 2014).
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Figura 5. Mecanismo de accion del herbicida paraquat en las plantas (Blanco et al. 2014).

El Paraquat es un herbicida cuyo mecanismo de toxicidad se ve reflejada
mediante la generacién de radicales libres que pueden afectar el sistema nervioso,
pulmones, cerebro y piel, ocasionando diversas enfermedades (Guo et al., 1996).

El paraquat se reduce con ayuda del NADPH; posteriormente, se reoxida por
medio del O, con la produccién concomitante de radicales superdxidos, que
atacan y dafian a los lipidos insaturados de la membrana celular. La toxicidad
sistémica del paraquat esta mediada por la producciéon de un radical superéxido,
gque por medio de un intermediario reacciona con los lipidos para formar
hidroperoxidos, que causan la destruccion de las membranas celulares e
interfieren con la funcion surfactante pulmonar. El dafio celular se manifiesta por
inflamacion, edema y posteriormente fibrosis. Este radical superoxido se forma
rapidamente en presencia de oxigeno; por eso, el 6rgano diana es el pulmon;

también es el responsable de desencadenar la cascada del acido araquiddnico,
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estimulando la sintesis de prostaglandinas, que producen un incremento de liquido
en el espacio intracelular, originando edema pulmonar. Los iones superoxido son
responsables de otras lesiones de membrana y necrosis secundaria en el tracto
digestivo superior, tubulos renales, higado y glandulas adrenales (Figura 6).
(Blanco et al. 2014; Marin y Berrouet, 2016).
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Figura 6. Mecanismo de toxicidad del herbicida paraquat en el organismo (Blanco et al. 2014).

3.6. Radicales libres

Un radical libre son todas aquellas especies quimicas atomos o moléculas, que
contiene un electron desapareado en su orbital exterior que les da una
configuracion espacial de gran inestabilidad (Figura 7). Poseen una estructura

birradicélica, son muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que actian
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cercano al sitio en que se forman y son dificiles de dosificar (Maldonado et al.,
2010; Cheesman y  Slater, 1998; Basaga, 1989); se consideran como
contaminantes incoloros, insipidos y casi imperceptibles por el cuerpo humano
(Guoying et al. 2017). Estos se producen de forma natural en nuestro organismo a
través de procesos metabolicos oxidativos, son extremadamente Utiles en
situaciones en que se requiere la activacion del sistema inmunolédgico. Los
macrofagos utilizan el peroxido de hidrogeno para destruir bacterias y otros
elementos extrafios. También se generan durante la desintoxicacion de drogas y
en la produccion del factor relajante endotelial; el 6xido nitrico, extremadamente
importante en los procesos que desencadenan la relajacion de los vasos

sanguineos (Dornelles y Reischak, 2004).

Figura 7. Representacion esquematica de un radical libre (https://nutricionanimal.info.)

El oxigeno tiene una estructura molecular Unica y es abundante en las células,
acepta facilmente electrones libres generados por el metabolismo oxidativo normal
dentro de la célula, produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS) que
incluyen el anion superéxido (O%;"), el peréxido de hidrégeno (H,Oy), y el radical
hidroxilo (HO*) (Richard y Davis, 2009). La primera reaccion en la reduccion

parcial del oxigeno molecular es la adicién de un electrén para formar O,, éste
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puede ser protonado a pH bajo (pKa = 4.8) para formar el radical perhidroxilo
(HOy); el O, y el HO, sufren una dismutacion espontanea para producir H,O,, que
es estable y menos reactivo que el O’,". Sin embargo, en presencia de metales de
transicion reducidos como el Fe?*, que pueden estar libres o en complejos con
agentes quelantes o proteinas, puede ocurrir la formacién del HO+ dependiente de
H,O,, y el O’,” puede actuar como el agente reductor inicial para el metal; el HO-
es un oxidante muy fuerte y puede iniciar reacciones en cadena de radicales con
una gran variedad de moléculas organicas, esto puede llevar a la peroxidacion de
lipidos, la inactivacion de enzimas y la degradacion de acidos nucleicos (Figura 8).
La mayoria de las moléculas biolégicas no son radicales y cuando un radical libre
reacciona con un no radical se forma un nuevo radical y sucede una reaccion en

cadena (Benezer et al., 2008).

Dioxigeno Radical lon lon lon

superoxido peroxido oXeno oxido
e e e e
302 _q OZ‘— _’ 022"‘ ——) 023— ’ O— ’ OZ"
H* 2H* 2H* H* 2H*

1O2 HO,* H,0, H,0 OH* H,O

Oxigeno Radical Peroxido de Agua Radical Agua
Singulete  perhidroxilo hidrogeno hidroxilo

Figura 8. Especies reactivas de oxigeno (Benezer et al. 2008).

Cuando la capacidad de control de las sustancias oxidantes es superada, se
establece una situacion conocida como estrés oxidativo. Este es una condicién
gue se manifiesta en el organismo cuando la produccién de sustancias altamente
reactivas supera los mecanismos antioxidantes y esta relacionado con numerosas
enfermedades como cancer, diabetes y alteraciones cardiovasculares. Los efectos

del estrés oxidativo dependen de la magnitud de estos cambios, si la célula es
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capaz de superar las pequeias perturbaciones y de recuperar su estado original.
(Maldonado et al., 2010; Viada et al., 2017).

Los radicales libres son el resultado de los procesos fisiologicos propios del
organismo, como el metabolismo de los alimentos, la respiracion y el ejercicio, o
bien son generados por factores ambientales como la radiacion y contaminacion
industrial, asimismo, la adiccion al tabaco, al consumo de medicamentos, los
aditivos quimicos en alimentos procesados y los pesticidas (Figura 9) (Velazquez
et al., 2004).
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Figura 9. Factores que incrementan la formacion de radicales libres
(https://www.biorigenes.com/que-son-los-radicales-libres.)

Este desbalance entre la generacion de radicales libres y los sistemas
antioxidantes del organismo es el responsable de producir dafio oxidativo a
diversos macro componentes de la célula; ADN, lipidos y proteinas. La
investigacion de los mecanismos de oxidacion de proteinas se ha intensificado en
los dltimos 20 afios, debido a la creciente evidencia que ha correlacionado
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procesos como el envejecimiento y diversas patologias humanas con el aumento

de la oxidacién proteica (Sarangarajan et al., 2017).

3.7. Proteinas

Las proteinas son macromoléculas formadas por cadenas de aminoacidos (Figura
10) (Cuevas y Covarrubias, 2011). El término proteina deriva del griego "proteos”
(lo primero, lo principal) y habla de su gran importancia para los seres vivos. Estas
constituyen el 50% del peso seco de la célula por lo que representan la categoria
de biomoléculas mas abundante después del agua. Son el principal componente
estructural y funcional de las células y realizan numerosas e importantes funciones
dentro del organismo, que van desde su papel catalitico (enzimas), en la motilidad
corporal (actina, miosina), mecénico (elastina, coldgeno), de transporte y de
almacén (hemoglobina, mioglobina, citocromos), ademas de proteccion

(anticuerpos) y regulacion (hormonas), etc. (Gil, 2005).

La unidad estructural y funcional de una proteina la constituyen los aminoacidos,
gue presentan un solo elemento en comun dentro de una gran variabilidad en
cuanto a estructura, el alfa-amino-carboxilo, formado por carbono, hidrogeno,
oxigeno y nitrégeno, éste Ultimo determinante de la estructura y funcion de los
aminoécidos. Las proteinas se clasifican atendiendo a distintos puntos de vista
como son: solubilidad, composicion, forma, propiedades fisicas, funcién vy
estructura tridimensional, entre otros. Las proteinas conforman aproximadamente
el 17% de la masa corporal. A pesar de su diversidad funcional (enzimatica, de
transporte y almacén, mecanica, motilidad, proteccion, reguladora, etc.) un 25% es
proteina estructural y hemoglobina (Mataix y Sanchez, 2018; Martinez y Martinez,
2006).

28



Figura 10. Estructura quimica de las proteinas (Mataix y Sdnchez, 2018).
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3.7.1 Estrés oxidativo de las proteinas

Las proteinas sufren varios tipos de oxidacibn como son la S-nitracion,
glutationilacion, ruptura de enlaces peptidicos, formacion de enlaces proteina-
proteina, nitracién y la carbonilacion); uno de ellos es la formacién de grupos
carbonilo, que ha sido utilizada metodol6gicamente para evaluar el grado de dafio

oxidativo en diferentes sistemas biologicos (figura 11).
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3.7.2 Carbonilacion de proteinas

La carbonilacion de proteinas causada por EROS, que se define como una
modificacion oxidativa postraduccional irreversible de las cadenas laterales de
aminoacidos, desempefiando un papel importante en procesos de sefalizacién
(figura 12) (Hlavackovaa et al. 2017).
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Figura 12. Estructura quimica de un aminoacido carbonilado (Elaboracién propia).

La deteccidn y cuantificacion de los grupos carbonilo en muestras de proteinas es
una manera indirecta de determinar el nivel de estrés; en la actualidad, la
carbonilacion de proteinas es un marcador aceptado e irreversible de la oxidacién
de proteinas y cientos de articulos publicados han informado la cuantificacién de
estos grupos carbonilos (Colombo et al.,, 2016). Aunque la carbonilacién es un
indicador de oxidacién no especifico, analiticamente ha resultado mas factible y
reproducible la medicion del grado de carbonilacion que el de otros tipos de
oxidacién proteica como la conversion de tirosina a 3-clorotirosina, 3-nitrotirosina o
ditirosina. En general, otros marcadores de oxidacion proteica ocurren con una
frecuencia menor en varios O6rdenes de magnitud, comparados con la
carbonilacion; por lo que se requiere de métodos mucho mas sensibles y con
frecuencia mas costosos (Diaz y Membrillo, 2006; Castroa et al., 2013). De

acuerdo con Colombo et al. (2016) la carbonilacion de proteinas incluye muchas
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sustancias quimicas y modificaciones que ocurren a través de diferentes

mecanismos de reaccion que se resumen de la siguiente manera:

1) Oxidacién directa de varios residuos de aminoacidos inducida por radical
hidroxilo (HOe): este radical puede ser generado por la reaccion de Fenton
de cationes metalicos con peroxido de hidrégeno o por radiaciones
ionizantes. El radical HO-« induce la oxidacién de la prolina y las cadenas
laterales de residuos de arginina, lisina y treonina a aldehidos o cetonas
(Figura 13). Se obtienen dos productos de oxidacion, el semialdehido
glutamico y semialdehido aminoadipico de la arginina; y la oxidacion de

lisina, respectivamente.

NH HN

HoN NJLNHZ :> N A

H
0~ “OH 0~

Arginina Semialdehido
glutamico
Figura 13. Representacion quimica de la oxidacion directa de aminoacidos. (Diaz y Membirillo,
2006)

2) Hidrdlisis de la cadena principal de proteinas: se lleva a cabo un ataque del
radical hidroxilo a la proteina induciendo una hidrélisis a través de la via de

amininacion (Figura 14).
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Figura 14. Hidrolisis de proteinas (Castroa et al., 2013).

3) Reacciones de "adicion de Michael": los residuos de los aminoacidos cisteina,
histidina y lisina pueden reaccionar con especies de carbonilo, como 4-
hidroxinonenal (4-HNE), 2-propenal (acroleina) y malondialdehido, generados

durante la peroxidacion lipidica (Figura 15).
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Figura 15. Adicion de Michael (Castroa et al., 2013).

4) Reacciones de glicacion/glicoxidacion: el grupo amino de la lisina puede
reaccionar con azucares reductores o con sus productos oxidados para generar

especies de carbonilo como carboximetil-lisina (Figura 16).
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Figura 16. Esquema de la glicacion y glicosilacion de proteinas (Castroa et al., 2013).
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3.7.2.1 Técnicas para la deteccion de carbonilacion

Existen muchos métodos utilizados para la evaluacion del contenido de proteinas
carboniladas, entre ellos, el mas empleado se basa en la 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) (Figura 17) que originalmente fue desarrollado por Levine (1990). Este es
el método mas exitoso que consiste en la derivatizacion de la proteina carbonilada
con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) y el consiguiente ensayo
espectrofotométrico. Este ensayo permite una cuantificacion global del contenido
de proteinas carboniladas debido a la capacidad de la DNPH que reacciona con
un carbonilo dando lugar a un aducto capaz de absorber a 370 nm.

Otra técnica para la deteccién de grupos carbonilo es por inmunodeteccion con un
anticuerpo anti-DNP en un Western Blot, cuya técnica analitica es ampliamente
utilizada para el estudio de proteinas. Este método, descrito por primera vez por
Towbin (1979), permite la deteccion de una sola proteina dentro de una muestra
biologica. La especificidad de Western Blot se logra mediante la utilizacion de un
anticuerpo que reconoce y se une a un epitopo unico de la proteina de interés.
Con la técnica de Western Blot se puede estimar el tamafio de una proteina,

confirmar la presencia de modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion,
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y ser utilizado para comparar cuantitativamente los niveles de proteina entre
muestras.

En la dltima década, se han desarrollado muchos enfoques de espectrometria de
masas (EM) para la identificacion de las proteinas carboniladas y los residuos de
aminoacidos relativos modificados a derivados de carbonilo. Aunque estos
métodos de EM estdn mucho més centrados y detallados debido a su capacidad
para identificar los residuos de aminoacidos que se someten a carbonilacion,
todavia requieren equipos demasiado caros y, por lo tanto, su distribucién es
limitada. (Colombo et al., 2016).
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Figura 17. Proteinas carboniladas producidas por oxidacién directa de aminoacidos después de la
reaccion con especies reactivas de oxigeno. Grupos carbonilo derivatizados con DNPH y el
aumento asociado en el peso molecular causado por las modificaciones se muestra en
azul.(Castroa et al., 2013).
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3.8. Antioxidantes

Para evitar que se desborde el aumento oxidativo, las células y los organismos
aerdbicos requieren generar y mantener defensas antioxidantes, constituidas por
un grupo de sustancias que al estar presente en bajas concentraciones con
respecto al sustrato oxidable. Los antioxidantes son sustancias quimicas que se
caracterizan por impedir o retrasar la oxidacion principalmente de los &cidos
grasos cuyas reacciones se producen tanto en los alimentos como en el
organismo humano, en el cual pueden provocar alteraciones fisiologicas
desencadenantes de diversas enfermedades. Los mecanismos homeostéaticos
antioxidantes con los que el organismo enfrenta el dafio oxidativo son especificos,
afines, numerosos y diversos; reflejan la necesidad de hacer frente a la
multiplicidad de formas de radicales libres y de especies reactivas. También son
numerosos los compartimientos donde acttan en el organismo y células (Thomas,
1994; Sindhi et al., 2013; Zamora, 2007; Méndez, 2010).

Existen diferentes tipos de antioxidantes enddgenos y exégenos. Los enddgenos
son de tipo enzimético, siendo tres las principales enzimas antioxidantes
necesarias para la vida en células que usan oxigeno en su metabolismo:
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GHS-PXx)
(Figura 18) (Sindhi et al., 2013).
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Figura 18. Antioxidantes endégenos (Sindhi et al., 2013).

Los antioxidantes exdgenos de origen natural provienen de la dieta, entre ellos
estan las vitamina E (a-tocoferol), C (acido ascorbico) y B-caroteno (provitamina
A), los iones de cobre, selenio, zinc y manganeso, los compuestos fendlicos como
flavonoides (antocianinas, quercetina, hesperidina, taninos), éacidos fendlicos
(acido galico, acido cinamico) y polifenoles no flavonoides (resveratrol, cumarinas,
quinonas, lignanos y ligninas), los terpenos como el licopeno entre otros (Figura
19). Entre los flavonoides se pueden sefialar sélo como ejemplo las antocianinas
(rojo-azulado de las fresas), las catequinas (té verde y negro), los citroflavonoides
(naranjina, que da sabor amargo a lo naranja, limén, toronja), los isoflavonoides
(genisteina y daidzaina presentes en soya y sus derivados) y protoantocianidinas
en semillas de uva y vino tinto (Figura 20). Las dosis normales de ingesta de
flavonoides pueden ser de 20 a 26 mg/dia contenidos en frutas y verduras

(manzanas, naranjas, guayabas y uvas). Sin embargo, hay que alertar sobre el
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consumo excesivo que pueden representar férmulas comerciales de antioxidantes
y mezclas herbales que se producen en gramos y no miligramos (como lo
recomendado) que conducirian a problemas de toxicidad. Otro tipo de
antioxidantes son los taninos presentes en el vino, con su caracteristica de
astringencia. No solo son Utiles a la industria alimentaria sino también en la
cosmetologica. Respecto a los fitoestrogenos (isoflavonas, lignanos y flavonoides)
se encuentran particularmente en las proteinas de la soya o sus derivados. Su uso
mas importante se asocia con la terapia de reemplazo hormonal para mujeres con
sintomas de menopausia y osteoporosis durante el climaterio (Escamilla et al.,
2009; Reyes et al., 2011; Drago et al., 2006).

Reticulo Cu-Zn-SOD

endoplasmico

Mitocondria g
Vitamina E
Citoplasma \'

Catalasa
Vitamina C
_ PDH
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peroxidasa Blutstion Glutation
reductasa

Figura 19. Antioxidantes exdgenos, sitio de accién, localizacién y produccion en una célula

eucarionte (Drago et al., 2006).
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Figura 20. Tipos de flavonoides. (Drago et al., 2006).

Recientemente, ha aumentado el interés sobre moléculas con propiedades
antioxidantes que puedan prevenir el dafio oxidativo ocasionado por EROS, por lo
que hay un incremento en la busqueda de alimentos funcionales o nutracéuticos
por parte de la poblacién (Sindhi et al., 2013). Un nutracéutico es un suplemento
dietético concentrado, hecho a partir de una sustancia natural bioactiva presente
en los alimentos que proporciona un efecto favorable sobre la salud, superior al
que tendria el alimento normal (Cruzado y Cedron, 2012), contienen moléculas
bioactivas tales como, compuestos fendlicos y flavonoides, que son asociados por
presentar propiedades antioxidantes. Por lo tanto, los nutracéuticos son de gran
interés debido a sus efectos fisioldgicos, capaces de mantener la buena salud, de
prevenir y aliviar algunas enfermedades (Sindhi et al.,, 2013). Siendo los
metabolitos secundarios (fenoles, flavonoides y carotenoides) los compuestos
responsables de las propiedades nutracéuticas; se encuentran principalmente en

especies vegetales y frutales (Nieto et al., 2010).
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3.9. Elgénero (Crataegus mexicana)

Uno de estos nutracéuticos es el fruto del tejocote (Figura 21) cuya planta
pertenece a la familia Rosacea, este género agrupa alrededor de 150 especies en
todo el mundo, 95 de las cuales se encuentran en el continente americano y 13
son originarias de México, entre ellas C. mexicana (Garcia et al., 2013.) La
produccion total a nivel nacional es de 4,274 toneladas proveniente de los estados
de Puebla, Estado de México, Tlaxcala, Chiapas, Michoacan, Hidalgo y Morelos.
El tejocote es un frutal silvestre que se encuentra adaptado a una gran diversidad
de suelos y climas, aunque su habitat natural esta en el altiplano mexicano y en
especial en la regién de los volcanes lztaccihuatl y Popocatépetl y en la llamada
Sierra Nevada (SAGARPA, 2017).

El tejocote es una fuente natural de compuestos polifendlicos, nutricionalmente
tiene una gran importancia por su contenido de azucares principalmente glucosa,
acidos citricos, quinico y malico (Liu et al., 2009), fibora como la pectina,
antioxidantes como bioflavonoides y proantocianidinas (Tassell et al., 2010),
carotenoides, vitamina C, y vitaminas del complejo B (Higareda et al., 1995),
ademas de sus propiedades terapéuticas en enfermedades cardiovasculares
(Tassell et al., 2010) y pulmonares (Ozcan et al., 2005).

- ————

Figura 21. Crataegus mexicana (Liu et al., 2009).
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4. ANTECEDENTES

Rueda et al. (2012) realizaron un estudio para evaluar el efecto de la induccion
con CuCl, y paraquat (dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo) sobre protoplastos y
plantulas de dos especies de tomate (Lycopersicon hirsutum Dunal y Lycopersicon
esculentum Mill) mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno, al
contenido de polifenoles totales y de la capacidad atrapadora de radicales libres,
observando que la induccién con paraqguat durante eventos tempranos presenté
un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno en 17.4 veces en
protoplastos de L. hirsutum y de 12.4 veces en L. esculentum con respecto a los
controles no tratados. L. esculentum produjo significativamente el contenido de
polifenoles totales y la capacidad atrapadora de radicales libres con valores de
1.81 Eq/h de 4cido gélico y 5,3 % de decoloracién del DPPH h™, respectivamente.
Durante la induccién con paraquat se observé una correlacién entre el contenido
de polifenoles totales y la capacidad atrapadora de radicales libres cercana a 1
indicando que es altamente significativa, en respuesta a los 2 tipos de induccion
durante los eventos tempranos. Ellos concluyeron que los resultados sugieren que
la biosintesis de compuestos fendlicos y la correlacion con la capacidad
atrapadora de radicales libres, no necesariamente se encuentra relacionada con
una actividad antioxidante como un mecanismo de defensa a nivel celular y es que
ese fendmeno quiza se deba a la activacién de la ruta fenilpropanoide
para otros fines; como por ejemplo la produccion de metabolitos
secundarios de estrés o el reforzamiento de pared celular. Lo anterior se
sustenta en el hecho de que también se observé correlacion entre CPFT
y CARL, durante la induccidon con cobre en la cual no se observaron

procesos de produccion de ERO.

Recientemente Mesquita et al. (2014), determinaron grupos carbonilos en
proteinas oxidadas mediante un modelo con un método tradicional de Levine y un
al que denominaron método alcalino DNPH, encontrando que ambos métodos son

equivalentes. Las correlaciones entre las mediciones de absorbancia obtenidas
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usando los dos métodos son buenas ( sistema Fe #*:
A @i = (0.01 + 0.02) + (1.00 + 0.04)A " = 0998; N = 17, P =

95% : Sistema Cu %" : A y&@ino = 0,01 + 0.02) + (0.98 + 0.03)
A \radiconal . - = 0.998; N = 16;P = 95%). Por lo tanto, la equivalencia de los
métodos puede aceptarse teniendo en cuenta que las ecuaciones de regresion
lineal definidas para cada sistema de oxidacion muestran valores de intercepcion
gue no son significativamente diferentes de cero y que los valores de pendiente
son cercanos a 1. Este Ultimo método es viable para emplearse en la
determinacion de carbonilacion de proteinas ocasionada por EROS mediante el

uso de plaguicidas como paraquat.

Por otra parte, Garcia et al. (2012) evaluaron los compuestos fendlicos,
flavonoides y la actividad antioxidante en extractos de flores de Crataegus, la
caracterizacion quimica se llevé a cabo con base en las colecciones del Banco de
Germoplasma de la Universidad Autdbnoma Chapingo. La actividad antioxidante se
midid con el método DPPH vy los flavonoides se identificaron con HPLC-MS.
Usando la prueba de DPPH con capacidad de barrido de radicales, las recolectas
52 y 77 mostraron la mayor actividad antioxidante (ICso = 431.1+27.2 y 555.4+8.0
mg mL™.

Méndez et al. (2013) y Banderas et al. (2015) realizaron estudios in vitro en seis
extractos diferentes de la epidermis del fruto de tejocote (Crataegus mexicana)
para determinar la capacidad antioxidante de acuerdo con su polaridad utilizando
n-hexano, diclorometano, acetato de etilo, acetona, etanol y metanol. Las
muestras fueron evaluadas por el contenido total de fenol y contenido de
carotenoide por medio de la prueba de DPPH, la inhibicion de la formacién de
especies reactivas del acido tiobarbitirico (TBARS) y la neutralizacion del radical
cationico 2,2'-azino-bis (3-sal de diamonio del acido (etil benzotiazolin-6-sulfénico)
(ABTS). El extracto mas activo en la eliminacion de radicales DPPH e inhibicion de
la formacion de TBARS fue el extracto de acetona, con actividades de 21.9 + 0.15
y 13.27 £ 0.70%, respectivamente, a 10 mg/L. Los extractos polares tuvieron un

mejor rendimiento en la inhibicién de la peroxidacion lipidica, el extracto con la
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mayor actividad fue el extracto de acetona (13.27 £ 0.70%) a 10 mg/L y el menos
activo es el extracto de n-hexano (2.35 £ 0.27%) a 10 mg/L.

La determinacion de la actividad de barrido radical ABTS en los extractos de
tejocote indicaron una menor actividad en los extractos no polares de 11y 12 uM
de Trolox/g de piel seca muestra. En los extractos mas polares, los resultados
fueron entre 16 y 17 uM de Trolox/g de muestra de piel seca. También reportaron
la actividad antioxidante de la epidermis liofilizada del fruto de tejocote (C.
mexicana) mediante los métodos quimicos DPPH y TBARS, y como controles
positivos el acido ascorbico, el &cido cafeico, el a-tocoferol y la quercetina.
Encontraron que el extracto de acetona mostr6 mejor efecto antioxidante con una
Clso de 15.26 + 0.20 mg/L y 16.78 + 0.33 mg/L mediante los métodos DPPH y

TBARS, respectivamente.
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5. JUSTIFICACION

Los productos quimicos que se emplean para el cuidado de hortalizas tienen la
funcién de eliminar plagas y vectores que las dafan, estos productos no dejan de
ser toxicos y peligrosos para los seres vivos provocandoles diversas
enfermedades y alteraciones como la oxidacién proteica que da origen a grupos
carbonilo. Esto se debe a que diversos pesticidas generan radicales libres y los
sistemas antioxidantes del cuerpo no son suficientes para contrarrestar este tipo
de oxidacion. Por ello, el consumo de alimentos con compuestos antioxidantes es
benéfico para el consumidor, sin embargo, se desconoce si éstos son capaces de
prevenir el proceso de carbonilacion proteica ocasionado por la formacion de
radicales libres por la exposicidén a pesticidas. Por lo que en el presente trabajo se
plantea evaluar en plasma humano la actividad antioxidante del extracto de
acetona de la cascara del fruto de tejocote (Crataegus mexicana) sobre la
carbonilacion proteica causada por el herbicida paraquat (1,1-dimetil-4,4’-
bipiridilo).
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6. HIPOTESIS
El extracto de acetona de la epidermis de tejocote contiene alto poder

antioxidante, el cual tendr4 proteccion en la carbonilacibn de proteinas

plasmaticas causado por un potencial prooxidante, el herbicida paraquat.
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7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Evaluar la inhibicién de la carbonilacion de proteinas plasmaticas producida por el
extracto de la epidermis tejocote empleando como prooxidante al paraquat, para

conocer la capacidad antioxidante de Crataegus mexicana.

7.2. Objetivos especificos

Conocer la dosis efectiva media (DEsp) de carbonilacién producida por el
paraquat mediante la reaccién de 2,4-Dinitrofenilhidrazina para utilizarlo

como prooxidante en cultivos de proteinas plasméticas.

+  Construir una curva dosis-respuesta con cultivos de proteinas plasmaticas
expuestas a diferentes concentraciones de C. mexicana, utilizando la DEsg

del paraquat como prooxidante.

Calcular la concentracion de inhibicion media (Clsg) de la curva dosis-

respuesta para analizar la capacidad antioxidante.
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8. METODOLOGIA

8.1. Obtencion de los frutos de tejocote

Se recolecto el fruto de un solo arbol, en el municipio de San Pablo del Monte,
Tlaxcala, entre noviembre y diciembre de 2018 y principios de enero de 2019, de
acuerdo a sus propiedades fisicas (color, tamafo, textura, firmeza y sin algun tipo
de picadura) obteniendo un total de 15 kg, se lavd manualmente solo con agua de
grifo para eliminar restos de residuos. Se retir6 la epidermis de manera manual y
se puso a deshidratar durante siete dias al aire libre adquiriendo un total de 410 g,
se macer6 en un mortero y posteriormente se almacend en bolsas de plastico

retirando el aire por completo con una bomba de vacio, para evitar su oxidacion.

8.2. Obtencidn de extractos

Se obtuvieron seis extractos de la epidermis de C. mexicana, de acuerdo con su
polaridad (de menor a mayor), a partir de 30 g de epidermis deshidratada, extraida
con 300 mL de cada disolvente de manera secuencial (n-hexano, diclorometano,
acetato de etilo, acetona, etanol y metanol), se colocd en un frasco ambar y se
dej6 incubar a 37 °C durante 48 h por cada disolvente, luego de transcurrir dicho
tiempo se filtr6 para separar el solvente de la muestra biologica utilizando un
embudo y algodon. Después el solvente se evapord en un rotavapor Bichi R-200
a diferentes temperaturas para finalmente obtener cada uno de los extractos. De
los seis extractos, se trabajo con el extracto de acetona, ya que en pruebas y
estudios realizados con anterioridad en el laboratorio de Quimica de la Nutricién
han presentado una actividad antioxidante elevada, son reproducibles y altamente
estables (Méndez et al., 2013; Banderas et al., 2015).
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8.3. Tomade muestra sanguinea

En ayuno (10 a 12 h) se les tomaron muestras sanguineas a cinco estudiantes
varones de 22 afios de edad de la Licenciatura de Nutricion de la Universidad
Auténoma de Tlaxcala (UATX), clinicamente sanos con base en un estudio de
biometria hematica de 7 elementos. Las muestras sanguineas fueron tomadas en
tubos esterilizados heparinizados obteniendo 4 mL de cada muestra y
colocéandolas sobre hielo de inmediato, seguidamente se separd aproximadamente
2 mL de plasma por medio de centrifugacion a 3000 rpm, durante 10 minutos,

posteriormente se almacenaron a -40 °C.

8.4. Curvadosis respuesta

Se preparé una solucibn muestra del herbicida Gramoxone® diluido con agua
destilada, se realiz6 un espectro cada 25 nm para determinar la absorbancia del
herbicida, en un intervalo de longitud de onda entre los 500 nm y 700 nm.
Consecutivamente se preparan seis disoluciones a diferentes concentraciones
(1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%) de Gramoxone®, a partir de la solucién patrén
cada uno fue aforado a 10 mL con agua destilada, posteriormente con estas
disoluciones se realizé la primera curva de calibracion para la cual se utilizé un
espectrofotometro de UV visible con una longitud de onda de 630 nm y a partir de
estas lecturas se obtuvo el intervalo lineal del Gramoxone®.

Posteriormente se realizé una segunda curva de calibracion donde la solucion
patréon contenia diluciones a diferentes concentraciones de paraquat puro
(0.002%, 0.013%, 0.027%, 0.041%, 0.055%), estas fueron leidas a una longitud de
onda de 370 nm, se determind la concentracion efectiva media (CEsp) del
herbicida, mediante la concentracién de grupos carbonilo en proteinas plasmaticas
utilizando la DNFH, se aplico la ecuacion de la recta para obtener el valor
correspondiente.

Finalmente se construyo la curva de calibracion para determinar la concentracion
maxima inhibitoria media del extracto de la epidermis tejocote (ICsp), donde la

solucion patron contenia extracto de ésta en diluciones a diferentes
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concentraciones de 10 ppm, 100 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 750 ppm y 1000 ppm,
ademas del paraquat puro a una concentracion al 0.06%.

8.5. Cuantificacién de proteinas por el método de Lowry

Se tomaron 5 pL de plasma sanguineo (por triplicado) colocandolos en una placa
de ELISA, se les agregaron 20 pL de agua destilada y 150 yL de mezcla de Lowry,
se incubé a 25 °C durante 10 min con agitacion orbital. Posteriormente, se
adicionaron 25 pL de reactivo de Folin y se incub6 a 25 °C por 30 min. Finalmente,
se agrego en otro apartado 200 pL de PBS (Buffer de fosfatos) que se utiliz6 como
blanco, realizando una lectura a 540 nm con el lector de ELISA (Porras et al.,
2014; Lowry et al., 1951).

Posteriormente se aplicé la siguiente formula para la determinacion de proteinas:

) Promedio de las absorbancias — constante 1
Proteina— = * constante 3
mL constante 2

Dénde:

Promedio de las absorbancias = promedio de las lecturas realizadas por triplicado.
Constante 1 = 0.01508

Constante 2 = 0.00267

Constante 3 = 40

Las constantes fueron establecidas mediante curvas de calibracion previamente
hechas ya en el lugar de estudio.

El resultado se dividir4 entre 1000 para obtener los mg de proteina las cuales se

ajustaran a 10 mg/mL para las soluciones patron.

53



restos fendlicos

OH Reactivo de Folin
{ We+, Mo®+)

(0}
__E“E“E“E“&“ @ oH (color amarillo)
oo
) -.‘ Rl -— e wm P
--C--N--C--C--N--
OH h OH
Complejo Cu?+-proteina o] Reactivo de Folin

en medio alcalino reducido
(color azul pélido) (WS, Mo™)
o (color azul)

Figura 22. Mecanismo de accion del método Lowry.

8.6. Determinacion de grupos carbonilo por el método alcalino DNPH

Cada muestra se proces6 por triplicado, una independientemente de la otra; en la
primera muestra la proteina obtenida del plasma sanguineo se ajusté a 10 mg y se
incubo durante 18 h a 37 °C con tampdn de fosfato (pH 7.2, 50 mM), el volumen
final fue de 10 mL (Mesquita et al., 2014). La segunda muestra se ajusté a 10 mgy
se le adiciona el herbicida Gramoxone® como inductor de la carbonilacion de las
proteinas y se incubo durante también por 18 h a 37 °C con tampén de fosfato (pH
7.2, 50 mM), el volumen final fue de 10 mL y en la tercera muestra se ajusté a 10
mg, adicionando el extracto de tejocote en acetona seguido del herbicida
Gramoxone® y se incubd durante 18 h a 37 °C con tampén de fosfato (pH 7.2, 50

mM), el volumen final fue de 10 mL.

Posteriormente, se tomaron 500 pyL de cada solucién muestra y por separado se
afiadieron 500 yL de DNPH 10 mM en 0.5 M de H3PO,, incubandose durante 15
min en oscuridad a 25°C y con agitacion orbital. A continuacion, se adicionaron
250 pL de TCA (acido tricloroacético) al 50% y se incubo a 20 °C durante 15 min

con agitacion orbital. Seguidamente se centrifuga a 12,000 rpm por 20 min, se
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desecha el sobrenadante sin remover el sedimento; se lava tres veces cada
muestra con 1 mL de etanol/acetato de etilo (v/v, 1:1) dejando en reposo 10 min y
centrifugando a 12,000 rpm durante 20 min, eliminando nuevamente el
sobrenadante sin remover el sedimento. Finalmente, se resuspende en 1 mL de
clorhidrato de guanidina 6 M, y se mide la absorbancia a 370 nm. Se empleé

clorhidrato de guanidina 6 M en forma de blanco.

El resultado final se obtiene mediante la siguiente formula:

mol Absorbancia 370 nm

. U
Carbonilos en = — -
mg  Coeficiente de absorcion molar

Dénde:

Absorbancia 370 nm = son las lecturas obtenidas para cada muestra.
Coeficiente de absorcién molar = 0.022 uM™ cm™

La capacidad de absorcién molar se utiliza para los derivados de hidrazona de los
grupos carbonilo en las condiciones experimentales.
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9. RESULTADOS

A partir de los 15 kg del fruto de tejocote se consigui6 la epidermis y posterior a la
deshidratacion (7 dias) se obtuvo un total de 410 g de epidermis de C. mexicana
extraida con 300 mL de cada solvente, todos fueron colocados en viales forrados
con papel carbon y aluminio para evitar el contacto con la luz y evitar su posible
descomposicion como se observa en la figura 23; los pesos variaron para cada
extracto seco obteniendo consistencias y colores diferentes debido a la polaridad

de cada solvente como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Peso de extractos secos.

Solvente Temperatura Peso (mQ) Color Consistencia
n- Hexano 40 °C 686.5 Amarillo Viscosa
Diclorometano 30 °C 2.0 Café claro Viscosa
Acetato de etilo 40 °C 552.6 Amarillo Solida
Acetona 30 °C 729.1 Amarillo Solida
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Figura 23. Obtencién de extractos
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9.1. Cuantificacion de proteina

A partir de la toma de muestra sanguinea (4 mL) para cada participante se obtuvo
el plasma (2 mL) de cada uno de ellos. Seguidamente se realiz6 la cuantificacion
de proteinas (figura 24) obteniendo diferentes concentraciones para cada uno de

los participantes los cuales variaron de 6.08 mg/mL como se observa en la tabla 9.

Tabla 6. Proteina mg/mL

Estudiantes Proteina mg/mL
7.29
8.22
7.23
6.08
10.68

il
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- - m"

Figura 24. Obtencion de plasma sanguineo y cuenta de proteina.
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9.2. CURVAS DOSIS RESPUESTA DE PARAQUAT

9.2.1. Espectro de paraquat

A partir de los barridos realizados en el espectro de absorcion UV se puede
observar que comienza a aumentar la absorbancia a partir de los 550 nm hasta
lograr su maxima longitud de onda a los 630 nm, a partir de este valor comienza a
decrecer, observando que a los 680 nm se encuentra muy cercano al punto de

origen como se muestra en la figura 25.

| 7UU- o |
. '3 !.! l! ] | ] ] ] ] [ l.--—“—l——_I;-.l
500 0 625 U 750.0

Figura 25. Espectro de absorcion del paraquat generado a través de las lecturas de absorcion UV
visible.
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9.2.2 Intervalo lineal de paraquat

A partir de la longitud de onda maxima que se obtuvo en el espectro de UV visible
se registraron por triplicado y en dias diferentes las absorbancias de las diferentes
concentraciones asi como la desviacion estandar para cada una de ellas como se

observa en la tabla 7.

Tabla 7. Absorbancias de paraquat.

Concentracién | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Promedio | Desviacion
% 1ra. Corrida | 2da. Corrida | 3ra. Corrida estandar
1 0.453 0.407 0.443 0.434 0.02
5 1.358 1.374 1.315 1.349 0.03
10 1.856 1.746 1.705 1.769 0.08
15 2.347 2.346 2.118 2.270 0.13
20 2.704 2.622 2.593 2.639 0.06

Los datos obtenidos anteriormente (tabla 7) se graficaron y se obtuvo el intervalo
lineal donde se puede observar que a partir de la concentracion del 25% el
espectro ya no pudo determinar la lectura como se observa a continuacién en la

grafical.

3.5000

3.0000

2.5000

|

y =11.006x + 0.5696
R =0.9854

2.0000

1.5000

1.0000

Absorbancia de paraquat

0.5000

0.0000
0% 5% 10% 15% 20% 25%

Diluciones de paraquat (%)

Grafica 1. Intervalo lineal de paraquat.
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9.2.3 Concentracion efectiva media de paraquat

Se determino el nivel de carbonilacién por triplicado y en dias diferentes para
obtener las diferentes concentraciones con sus respectivas desviaciones tal y

Ccomo se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Concentracion de carbonilacion

Concentraciéon | Carbonilacién | Carbonilaciéon | Carbonilacién | Promedio de | Desviacion
% 1ra. Corrida 2da. Corrida 3ra. Corrida | carbonilacién estandar
1 3.20 3.88 3.45 3.51 0.34
5 6.38 5.79 6.38 6.18 0.34
10 13.52 14.36 13.18 13.68 0.60
15 15.34 16.54 14.88 15.59 0.85
20 23.31 23.02 23.52 23.28 0.25

Con las diferentes concentraciones se construy0 la siguiente curva de calibracion
del herbicida (grafica 2), encontrandose en el eje X las concentraciones de
paraquat y en el eje Y la concentracion de carbonilacion, se aplico la ecuaciéon de
la recta y se obtuvo una CEsp del 22% de Gramoxone, lo que equivale al 0.06% de

paraquat puro.
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Grafica 2. Concentracion efectiva 50 de paraquat a 370 nm.
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9.2.3 Concentracion maxima inhibitoria media del extracto de acetona de
tejocote

Se determiné la inhibicién de la carbonilacion mediante el extracto de la cascara

de tejocote por triplicado y con sus respectivas deviaciones (tabla 9).

Tabla 9. Inhibicién de carbonilaciéon

Concentracion | Carbonilaciéon | Carbonilacién Carbonilacié | Promedio dela | Desviacidon
% 1ra. Corrida 2da. Corrida 3ra. Corrida carbonilacién
10 0.91 1.36 1.84 1.37 0.46
100 0.89 2.13 1.63 1.55 0.62
250 3.07 3.06 2.86 3.00 0.11
500 3.81 4.34 3.74 3.97 0.32
750 5.47 6.61 5.68 5.92 0.60
1000 8.25 8.79 8.38 8.48 0.28

Con las diferentes concentraciones se construyo la siguiente curva de calibracion,
encontrandose en el eje “X” las concentraciones del extracto de tejocote y en el
eje “Y” la concentracion de carbonilacion, se aplicod la ecuacion de la recta y se

obtuvo una ICsy de 462 ppm (grafica 3).

IC 50 DEL EXTRACTO DE ACETONA
__12.00
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= 10.00
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Ne)
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c
3 6.00 y = 0.007x + 0.9995
8 4.00 R =0.9893
[<5)
©
3 2.00
= 1
< 0.00
0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion de E. de acetona de tejocote (ppm)

Grafica 3. Determinacion de la ICsq del extracto de acetona de tejocote a 370 mn.
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9.2.4 Inhibicidon la de carbonilacion

En la tabla 10 se muestra la concentracion de carbonilaciéon de cada estudiante en
forma basal, con la induccion del 0.06% de paraquat y con el extracto de tejocote

a 462 ppm, con sus respectivas desviaciones.

Tabla 10. Carbonilacién

Estudiante Basal Desviacion Paraquat | Desviacién E. Acetona | Desviacién
estandar 22 % estandar 462 ppm estandar
1 1.56 0.16 311 0.86 2.31 0.25
2 1.13 0.32 2.31 0.45 1.75 0.54
3 1.02 0.03 2.09 0.00 1.63 0.25
4 0.76 0.10 1.59 0.32 1.22 0.19
5 1.70 0.16 3.88 0.03 2.63 0.06

Con los valores obtenidos anteriormente se graficaron los datos en donde se
puede observar que cada estudiante tiene un nivel de carbonilacion de manera
basal, al inducir la concentracion del 0.06% de paraquat se puede observar que se
produjo un aumento del 50 % aproximadamente, sin embargo al adicionar el
extracto de acetona a una concentracién de 462 ppm protegio efectivamente a las
proteinas plasmaticas disminuyendo hasta en un 50 % el efecto de paraquat sin

embargo no se logré llegar al valor basal (gréfica 4).

Inhibicidn de carbonilacidon
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Gréafica 4. Carbonilacién a 370 mn.
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10.DISCUSION

En el espectro de Gramoxone® (figura 25) se observd que el mayor punto de
absorbancia se present6 a los 630 nm, la literatura reporta que la longitud de onda
del paraquat se encuentra a los 604 nm, esta variabilidad pudiera deberse a la
formula de gramoxone asi como la sensibilidad del equipo, sin embargo el valor
obtenido se encuentra cerca de lo reportado, por lo tanto se pudo comprobar que
el herbicida comercial (Gramoxone) efectivamente contiene paraquat, esto por la
técnica de espectroscopia de UV como lo reporta Uzcétegui et al. (2017), en su
estudio donde lograron implementar un método para determinar niveles de
concentracion del herbicida Gramoxone en saliva humana mediante una escala
colorimétrica por la técnica de UV, donde permite monitorear con mayor frecuencia
a los trabajadores del campo expuestos al herbicida que es muy utilizado en los
cultivos mexicanos, ellos concluyen que es un método efectivo puesto que todos

los participantes mostraron cantidades de 0.25 — 2 mg/L.

En la grafica 1 observamos el intervalo lineal de nuestras diluciones con distintas
concentraciones leidas a una misma longitud de onda de 630 nm, es decir se
muestra el intervalo de concentracion del herbicida en la fase movil, dentro del
cual la sensibilidad del detector es constante, con una variacion determinada y
podemos observar que a medida que aumenta la concentracién también aumenta
la absorbancia hasta la concentracion del 25% por lo que el espectrofotometro a
esta concentracion solo estaria detectando turbiedad del herbicida, con base en
los resultados de la curva se observé que se cumple con la Ley de Lamber y Beer
ya que al ir aumentando la concentracibn aumenta la absorcion es decir, es

directamente proporcional.

Se determind proteinas totales en plasma a los cinco participantes, los valores
variaron en cada uno de ellos como se muestra en los resultados (tabla 6), debido
a que existen factores extrinsecos que afectan tanto a la calidad proteica como al
aporte adecuado de proteina, entre ellos podemos citar el estado fisiolégico y de

salud del individuo y factores econdmicos, higiénicos y sanitarios, etc., (Meade et
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al. 2005). Una vez determinado el intervalo lineal se obtuvo la grafica 2 en donde
se midié el nivel de carbonilacién de las proteinas plasmaticas a través de la
DNFH y con la ecuacion de la recta se obtuvo la pendiente la cual permitié sustituir
los valores y el despeje de “X” para poder calcular la DEsy y obtener la
concentracion de 0.06%, la cual carbonila en un 50% a las proteinas plasméticas
totales, también se obtuvo una r de 0.9816 cuyo valor indica una relacion positiva
fuerte y una r*> de 0.9636 que representa la proporcién de la variacién de las
absorbancias explicadas por la concentracion. Aunque no existen estudios que
determinen la carbonilacion con Gramoxone (paraquat), Malpica et al. (2001)
realizaron un estudio de 97 casos intoxicados por Gramoxone en el Hospital
Manuel Ascunce Domenech de Camagley entre mayo de 1997 y junio de 1998.
Analizaron la edad, sexo, color de piel, procedencia, finalidad de la ingestion,
complicaciones y sus resultados mostraron que el 37.11% y el 29.89%
correspondieron a grupos de 15-24 afos y 25-34 afios respectivamente; 58.76%
eran mujeres y el 4.23% hombres; el 74.94% tenian color de la piel blanca. Los
sintomas digestivos, respiratorios y renales fueron los mas frecuentes. El 47.44%
presento insuficiencia renal aguda y el sindrome de distrés respiratorio del adulto
en el 14.44%, que como principales complicaciones se presentaron en las
primeras 24 y 48 horas. El 71.13% de los pacientes fallecieron. Por lo tanto, se
observa que a bajas concentraciones causa un efecto negativo importante y que a
concentraciones elevadas puede llegar a ser mortal, este estudio puede corroborar
los resultados obtenidos en este trabajo. Existen dos tipos de reaccion de
proteinas carboniladas la primaria que es detectable por la DNPH (Kadiiska, 2002;
Aoki et al., 2002), y la secundaria que se genera a partir de la lipoperoxidacion, su
descomposicion forma varias especies de carbonilos (de tres a nueve carbonos
de longitud), los mas reactivo y citotoxico son; aldehidos B-insaturados (4-hidroxi-
trans-2-nonenal y acroleina), di-aldehidos (malondialdehido y glioxal) y ceto-
aldehidos (4-oxo-trans-2-nonenal) (Yuichiro et al., 2010). Debido a las proteinas
obtenidas en el plasma sanguineo (abulmina, globulinas, fibrinbgeno) se estima
que la reaccion, la reaccion que se lleva a cabo en este estudio es de tipo

primario, mientras que la formacion de grupos carbonilos se da principalmente en
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las cadenas laterales de prolina, arginina y lisina con mas del cincuenta por ciento
debido a las caracteristicas que presenta su estructura quimica para intervenir en
este proceso; sin embargo, se requieren mas estudios que confirmen esta teoria y

que expliquen el porqué.

La condicion que provoca esto, son las elevadas concentraciones de radicales
libres donde estos superan en actividad a los antioxidantes. A pesar del avance
gue se ha tenido en poco tiempo acerca de la oxidacion proteica, aun existen
preguntas abiertas. Quimicamente la causa de la oxidacion de proteinas es
todavia ambigua, pues, aunque los mecanismos de oxidacion de ciertos grupos
pueden ser precedidos, existen limitantes experimentales para determinarlos.
Incluso el probar un mecanismo preferencial de oxidacion para una proteina no
proporcionaria reglas generales, pues el ambiente quimico de cada sustrato es
diferente dependiendo de las estructuras primaria, secundaria y terciaria de cada
proteina, y aun mas si existen cofactores metalicos coordinados. Todos estos
factores que hacen a una proteina Unica para su funcidon tienen como
consecuencia que un mismo grupo quimico presente un potencial Redox diferente

y, por lo tanto, pueda o no participar de la oxidacién por EROS.

Posterior a la aparicion de radicales libres y a la deteccion de grupos carbonilo en
proteinas, se obtiene como consecuencia el dafio irreversible que sufren las
macromoléculas para desempefiar su funcién, coadyuvando a el desarrollo de
enfermedades cronico degenerativo y aumentando aun mas los grupos carbonilo
como lo menciona Gutiérrez et al. (2016) en su estudio, donde analizaron las
muestras de 123 mujeres con un promedio de 52 afios de edad que presentaron el
diagnéstico confirmado de cancer de mama con un promedio de 3.34 + 3.49 afios
de evolucion. El 60.97% del total de pacientes presentaron cancer de mama del
lado derecho y el 47.96%, metastasis. Ademas, el 28.45% de las pacientes
presentaron receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano positivo
(HER2+) y el 85.36%, un grado nuclear Ill. En comparacion con el grupo control,
las mujeres con cancer de mama presentaron un incremento de 3.76 veces la

cantidad de proteinas carboniladas en su plasma (5.00 + 3.27 vs. 1.33 = 2.31 nmol
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carbonilos/mg proteina; p < 0.05). Ademas, las pacientes con cancer presentaron
un incremento del 60% en la concentracion de la enzima carbonil reductasa en
comparacion con el grupo control (3.27 £ 0.12 vs. 2.04 £ 0.11 ng/mg proteina).
Ellos concluyen que la correlacion positiva entre la concentracion plasmatica de
proteinas carboniladas y la actividad de la enzima carbonil reductasa en los
leucocitos indica que ambos parametros se encuentran asociados entre si, por lo
gue pueden ser utilizados como indicadores del dafio a los tejidos en este tipo de
pacientes, sobre todo si presentan metastasis; por ello, serian apropiados para
llevar a cabo el monitoreo de la progresion de esta enfermedad. Por lo tanto, hay
que prevenir o retardar diversas enfermedades que tengan relacion con la
generacion de radicales libres mediante el consumo de alimentos ricos en
antioxidantes como el fruto de tejocote, ya que es rico en antioxidante, el cual evita

la produccién de estas especies reactivas de oxigeno.

Existe gran variedad de especies del género Crataegus sin embargo hay pocos
estudios relacionados con la especie C. mexicana. Uno de ellos fue realizado por
Garcia et al. (2012) en su estudio, evaluaron la actividad antioxidante de las flores
de esta especie mediante la prueba de DPPH teniendo una proteccion de hasta
92.62%, dicho valor fue comparado con la quercetina el cual tiene una proteccién
de 97.20% por lo tanto muestra que esta especie tiene buena proteccion
antioxidante en las flores, sin embargo Méndez et al. (2013) demostraron en su
estudio que tiene mayor actividad antioxidante la epidermis del fruto ya que lo
evaluaron mediante diferentes extractos de C. mexicana y demostraron que el
extracto en acetona presenta una mayor actividad antioxidante con respecto a los
demas extractos ya que fueron comparados con antioxidantes puros como la
guercetina pero Unicamente el extracto de acetona es el que se asemeja a estos
valores. En la gréafica 3 se determind la ICso del extracto de tejocote C. mexicana y
mediante la ecuacion de la recta se pudo obtener una concentracion de 462 ppm
la cual inhibe en un 50% de la carbonilacion de las proteinas plasmaticas totales,
también se obtuvo una r de 0.9893 indicando una relacién positiva fuerte y una r?
de 0.9787 que representa la proporcion de la variacion de las absorbancias

explicadas por la concentracion. La ICsy obtenida es una cantidad relativamente
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pequefia, sin embargo protege efectivamente a las proteinas contra la oxidacién y
esto podria tener un efecto importante para la salud. En la grafica 4 se aplicaron
las concentraciones obtenidas anteriormente, con tres tratamientos para cada
estudiante, en el primero se observo el nivel de carbonilacion de manera basal el
cual indica va a variar en cada uno de ellos de acuerdo al estilo de vida que
presenten, en el segundo tratamiento se induce la oxidacion por medio del
plaguicida y aumenta en un 50% la carbonilaciébn, mientras que en el tercer
tratamiento se inhibe en un 50%, en este sentido, se puede resaltar que el
comportamiento del extracto en acetona fue semejante a los resultados de este
estudio, ya que al adicionar la concentracion del extracto la formacién de grupos
carbonilo se vio inhibido en todos los casos debido a que el fruto de tejocote
contiene metabolitos antioxidantes, no obstante para saber que metabolito es el
principal responsable de esta inhibicion es necesario realizar técnicas mas
sensibles como lo es la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) y

ensayo por Imunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) y/o Electroforesis.
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11.CONCLUSION

Se comprob6 que el herbicida paraquat es productor de radicales libres con un
alto grado de carbonilacion a una concentracion de 0.06%, produciendo aumento

de carbonilacion hasta en un 50% en las proteinas plasmaticas.

Se determind que el extracto en acetona de tejocote (Crataegus mexicana) es una
fuente natural con propiedades antioxidantes, con una concentracion de 462 ppm
presenta una capacidad antioxidante elevada frente a la carbonilacion de
proteinas, protegié efectivamente a las proteinas en el plasma sanguineo, contra
el efecto de la carbonilacién hasta en un 50% in vitro. Sin embargo, se requiere de

mas estudios que indiquen cual es el metabolito responsable de esta proteccion.
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