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INTRODUCCION


La oxidación de las moléculas biológicas, las membranas y los tejidos producida por mediadores del tipo radical libre R((especie que tiene uno o más pares de electrones no apareados), está implicada en una variedad de patologías, tales como carcinogénesis, artritis, ateroesclerosis, distrofia muscular, daño por isquemia y reperfusión, etc., como también es un proceso propio del envejecimiento.


Una gran variedad de especies reactivas del oxígeno ( ROIs) están implicadas en el daño oxidativo celular. Como producto del metabolismo del oxígeno, elemento indispensable para la vida, se producen las partículas reactivas: O2- (ión superóxido), H2O2 (peróxido de hidrógeno), OH- (radical hidroxilo), como también estados activos del O2 como son los oxígenos sigletes.


El principal blanco fisiológico del ataque de los ROIs es la membrana celular, por su importante contenido de ácidos grasos poliinsaturados (AGPI), que pueden sufrir reacciones de peroxidación (lipoperoxidación). Los productos de este proceso pueden  romper la estructura de membrana y dañar su función.


La oxidación de los lípidos es un proceso radicalario que se produce en cadena, esto es, la oxidación iniciada por un radical puede inducir a la oxidación de muchas moléculas y así, producir una amplificación del daño oxidativo. La presencia de metales como el Fe+2 o Cu+2 puede promover la generación de especies reactivas del oxígeno, como también catalizar la oxidación de los lípidos.


En el sistema biológico existen variados protectores frente al proceso oxidativo que son los antioxidantes biológicos, que pueden ser enzimáticos como la superóxido dismutasa, catalasa, glutatión peroxidasa y no enzimáticos como los antioxidantes liposolubles que son los tocoferoles (vitamina E), carotenoides ((-caroteno), las quinonas (ubiquinona) y bilirrubina y los hidrosolubles como el ácido ascórbico (vitamina C), ácido úrico y diversas proteínas que se unen a sustancias pro-oxidantes. Algunos de estos antioxidantes se localizan dentro de la célula o pueden ser extra celulares.


El ataque de los R( sobre los AGPI de las membranas origina una serie de metabolitos intermediarios reactivos, en que los radicales peróxilos de los lípidos  (LOO), se transforman en hidroperóxidos de lípidos (LOOH) que pueden tener diferentes destinos. Se pueden acumular, originando una ruptura de la arquitectura de la membrana. Pueden ser eliminados por medio de enzimas que rompen el ácido graso peroxidado y luego, transformados a productos de degradación.


El control del daño provocado en la membrana involucra la participación de la vitamina E y también al ácido ascórbico y al glutatión.


Las proteínas también son modificadas por el ataque de especies radicalarias, proceso que puede conducir a su degradación. La lipoperoxidación y el daño a las proteínas pueden conducirse por mecanismos diferentes, como también los cambios en la función proteica pueden ocurrir por interacción entre las proteínas y los radicales libres lipídicos.


El eritrocito se ha usado extensamente como modelo de estudio para los procesos oxidativos y para el comportamiento de algunos anti-oxidantes. Para estudios “in vitro” se ha utilizado generadores de radicales libres del tipo “iniciadores azocompuestos (R-N=N-R)” que pueden ser lipo o hidrosolubles. Estos azocompuestos se descomponen espontáneamente originando radicales libres que con el O2 molecular son convertidos en peroxi-radicales, que luego pueden atacar a cualquier sustrato peroxidable (por ejemplo, los dobles enlaces de los AGPI) La presencia de antioxidantes en el medio inhibirá la producción de estos radicales.


La exposición de eritrocitos en un medio acuoso, a un azo-compuesto hidrosoluble a temperatura ambiente, en el tiempo provoca la hemólisis de los eritrocitos. Los radicales generados en la fase acuosa desde el azo-compuesto atacan la membrana del eritrocito, induciendo cadenas de oxidaciones tanto de lípidos como de proteínas y causan el daño de la membrana que lleva a la hemólisis.


El plasma es un medio fisiológico rico en sustancias con actividad antioxidante, como por ejemplo, ácido úrico, ácido ascórbico, proteínas, etc. Si se induce hemólisis de eritrocitos por un azo-compuesto hidrosoluble y se coloca en el medio uno o más antioxidantes hidrosolubles (por ejemplo plasma), se suprime la hemólisis.

Los antioxidantes de la fase acuosa reducen el número de radicales que atacan la membrana pero no pueden atrapar los radicales lipoperóxidos dentro de la membrana. Es la vitamina E presente en la membrana la que protegerá del daño posterior mediado por los radicales libres.

METODOLOGIA

La acción antioxidante del plasma se medirá por la inhibición de la hemólisis de eritrocitos inducida in vitro por AAPH (2,2-azo-bis (2-amidinopropanol) (50 mM).

Soluciones y Reactivos

-
Buffer Fosfato de Sodio 10 mM-NaCl 125 mM pH 7,4


 (Importante el pH para reproducibilidad)

-
Suero fisiológico ( NaCl 0.9 %)

-
AAPH: Solución stock: (15x) 750 mM

      
(Se usan 0,4 ml del stock a volumen final de 6 ml  (50 mM)

-
Suspensión de eritrocitos a Hematocrito 50%, en buffer fosfato.

Procedimiento

1-Eritrocitos: Se centrifuga sangre heparinizada. Se separa el plasma. Se lava los eritrocitos tres veces con igual volumen de suero fisiológico. Los eritrocitos limpios derivados de la última centrifugación se suspenden 1:1 con el buffer fosfato-NaCl y se origina el hematocrito 50%.

2-En matraces Erlenmayer de 25 mL se coloca:

a)Control sin plasma: Se colocan 1,2 mL de eritrocitos al 50% + 0,4 mL de AAPH  750mM + buffer fosfato para completar un volumen final de 6 mL.

b)Tratamiento con plasma: Se prepara igual que el control sin plasma, pero, se 

agrega 100 uL de plasma y se completa a 6 mL con el buffer.

Los matraces se agitan suavemente y se  incuban a 37°C , en baño

termorregulado con agitación. 

-Al tiempo cero se extrae:

100 uL de muestra de cada matraz en incubación y se mezclan con 4,9 mL de agua destilada para producir hemólisis total (100% de hemólisis).

Se centrifuga a 2.000 rpm y se lee el sobrenadante a 540 nm en un 

espectrofotómetro

-A diferentes tiempos (1 hora, 2 horas, 3 horas, 3,5horas, 4 horas, 5 horas), se toman alicuotas de cada muestra y se mezclan con buffer fosfato (que está colocado en el baño para mantener a 37°C). Se mezclan 1:1 (Ej. tomar 500 ul. de cada uno).

Se mezclan suavemente y se centrifuga a 1500 rpm para sedimentar los eritrocitos no  hemolizados.

Se lee el sobrenadante a 540 nm. Si hay mucha hemólisis es necesario diluir el 

sobrenadante  de acuerdo al color y se debe anotar el factor de dilución.

Cálculo del % hemólisis de cada muestra.

100 % hemólisis:

D.O. muestra x factor de dilución = A

% hemólisis a cada tiempo:

D.O. muestra x factor de dilución x 100




A

INFORME

El informe debe incluir los siguientes aspectos:

1.-La hipótesis que se plantea para desarrollar este trabajo práctico.

2.-Objetivos del trabajo desarrollado.

3.-Tabla de resultados. Calcular para cada tiempo (cada punto de la curva de hemólisis) el porcentaje de hemólisis.

4.-Gráfico de hemólisis. Confeccionar las curvas de hemólisis colocando como  absisa los porcentajes y como ordenada los diferentes tiempos. 

5-Comparar para cada muestra, los tiempos en que se produce el 50 % de hemólisis. 

6-Conclusiones

