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RESUMEN

Introduccion: El estrés oxidativo puede afectar las membranas bioldgicas de
diferentes tipos celulares en el organismo, lo cual se ha evidenciado en los dafios a los
tejidos y 6rganos de pacientes con COVID-19, por lo cual las investigaciones recientes
estan relacionadas con la busqueda de fairmacos citoprotectores y antioxidantes que
minimicen estos dafios.

Objetivo: Evaluar los eritrocitos humanos como biomodelo farmacolégico de

citoproteccion antioxidante.
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Métodos: Se evalu6 el modelo de citotoxicidad en eritrocitos inducido por peréxido
de hidrogeno y se valor6 el sistema de diagndstico propuesto en un ensayo de
citoproteccion en eritrocitos, con el empleo del acido ascérbico como sustancia de
referencia.

Resultados: Para la concentracion de eritrocitos utilizada se logré un modelo de
citotoxicidad a la concentracion de 10 mM de peroéxido a los 30 minutos de
incubacion. La sustancia de referencia empleada no mostré signos de citotoxicidad en
el test de hemdlisis. En el ensayo de citoproteccion se evidencié un efecto
farmacologico del referente, con un valor del indice de citoproteccién de 12,71 pg/mL.
El estudio de microscopia 6ptica mostr6 dafios morfolégicos severos en los eritrocitos
tratados con peroxido de tipo esferocitos, equinocitos y esferoequinocitos, que
disminuyeron significativamente en presencia de dicha sustancia de referencia.
Conclusiones: El biomodelo farmacolégico propuesto puede ser empleado en la
evaluacion de nuevas alternativas terapéuticas con propiedades citoprotectoras
antioxidantes para el tratamiento de pacientes con COVID-19.

Palabras clave: biomodelo farmacolégico; citoproteccion; antioxidantes; eritrocitos

humanos.

ABSTRACT

Introduction: The oxidative stress can affect the biological membranes of different
cellular types in the organism, which has been evidenced in the damages to the tissues
and organs of patients with COVID-19, reason why the recent investigations are
related to the search of cytoprotector and antioxidant drugs that minimize these
damages.

Objective: To evaluate the human erythrocytes as pharmacological biomodel of
antioxidant cytoprotection.

Methods: The cytotoxicity pattern was evaluated in erythrocytes induced by peroxide
of hydrogen and the system of diagnosis proposed was valued in a cytoprotection

assay in erythrocytes, with the use of ascorbic acid as reference substance.
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Results: For the concentration of erythrocytes used a cytotoxicity model was
achieved to the concentration of 10 mM of peroxide at 30 minutes of incubation. The
substance of reference used didn't show cytotoxicity signs in the hemolysis test. In the
cytoprotection assay a pharmacological effect of the referent was evidenced, with a
value of the cytoprotection index of 12.71 pg/mL. The study of optic microscopy
showed severe morphological damages in the erythrocytes treated with peroxide of
spherocytes, echinocytes and spheroechinocytes type that significantly diminished in
presence of this reference substance.

Conclusions: The proposed pharmacological biomodel can be used in the evaluation
of new therapeutic alternatives with antioxidant cytoprotector properties for the
treatment of patients with COVID-19.

Key words: pharmacological biomodel; cytoprotection; antioxidant; human

erythrocytes.
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Introduccion

En el estudio de la biologia celular, la funcion de la membrana celular es la de proteger
y conservar la integridad de la célula; sin embargo, varios factores pueden afectar esta
funcion y propiciar la liberacibn de mediadores que conducen a importantes
condiciones patolégicas en los seres humanos.() En ese sentido, el dafio tisular
provocado por la COVID-19 se asocia con el desarrollo de una fuerte inflamacion
sistémica, acompafiada de estrés oxidativo. Al igual que otros virus, el SARS-CoV-2
estimula la liberacién masiva de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias, como
TNF-a, IL-6 e IL-8, denominada tormenta de citoquinas, responsable del dafio al tejido

pulmonar que provoca la muerte celular. La importancia del estrés oxidativo en la
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COVID-19 también se ve reforzada por la produccion de especies reactivas del oxigeno
(EROs) en las comorbilidades asociadas.

Diversos estudios han destacado la importancia de las vias redox como nuevos
objetivos para terapias destinadas a bloquear tanto la replicaciéon viral como la
inflamacién inducida por el virus. De esta manera, en animales de experimentacion,
existen evidencias de la participacion de la maquinaria del estrés oxidativo, con
aumento de la produccién de EROs y el debilitamiento de los mecanismos de defensa,
lo que sugiere que la sobreproducciéon de EROs y la privacion del sistema antioxidante
también desempefian una funcién importante en la patogénesis y en la pronta
recuperacion de los pacientes que han padecido infecciones, asi como en la progresion
de las enfermedades relacionadas.

En este sentido, los neutroéfilos activados y las células fagociticas mononucleares son,
en gran medida, responsables de la liberacion masiva de EROs en el tejido pulmonar.
Ademas, la liberacién masiva de TNF-a durante la tormenta de citoquinas podria
exacerbar la produccion de EROs, a través de un ciclo de retroalimentacion positiva al
activar las NADPH oxidasas; en tanto, la produccién de EROs inducida por TNF-a
podria contribuir a la extension de los efectos de la COVID-19 a los tejidos
distantes.(23)

Investigaciones recientes han demostrado que los eritrocitos humanos son blanco del
virus SARS-CoV-2, lo cual provoca anemias hemoliticas en los afectados debido al
dafio oxidativo de estas células, con la consiguiente disminucién de los valores de
hemoglobina en sangre.(4)

Por otra parte, los eritrocitos son dianas criticas para los productos naturales y
muchos otros farmacos. De hecho, los eritrocitos humanos han sido utilizados como
modelo para estudiar los efectos biologicos del estrés oxidativo, inducido por especies
reactivas de oxigeno, por las razones siguientes: estdn continuamente expuestos a
altas tensiones de oxigeno; los lipidos de la membrana contienen cadenas laterales de
acidos grasos poliinsaturados, vulnerables a la peroxidacién; tienen sistemas
enzimaticos antioxidantes, ademas de que son estructuralmente simples y pueden

obtenerse facilmente.()
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El bajo nivel de oxigeno en la sangre, dada la infeccién por el SARS-CoV-2, puede
provocar disfuncién multiorganica. Las cifras de hemoglobina son significativamente
mas bajas en pacientes graves que en los que presentan sintomas leves.(®) Al respecto,
los investigadores sugieren que proteinas no estructurales del coronavirus penetran
en los glébulos rojos y desplazan los iones de hierro de la hemoglobina, lo que
conduce a la pérdida de la funcion de esta ultima y a la liberacion de hierro téxico,
cuya presencia en la sangre aumenta los niveles de estrés oxidativo.(”)

Por estas razones sigue siendo relevante la busqueda de farmacos que puedan
estabilizar los glébulos rojos para el tratamiento de pacientes con COVID-19. En la
fase de estudios preclinicos farmacoldgicos, que conlleva la ruta critica para el registro
de nuevos farmacos, no se incluyen estudios de citoproteccién antioxidante. En este
contexto, los autores se propusieron realizar el presente estudio con el objetivo de
evaluar los eritrocitos humanos como biomodelo farmacolégico de citoproteccién

antioxidante para el tratamiento de pacientes con COVID-19.

Métodos

Se realiz6 un estudio prospectivo, experimental y preclinico farmacolégico in vitro
para evaluar los eritrocitos humanos como biomodelo farmacolégico de

citoproteccion antioxidante.

Obtencion de eritrocitos

Se emplearon eritrocitos aislados de sangre fresca de voluntarios sanos. Los donantes
no tenian antecedentes de enfermedades crdénicas no transmisibles, ni habian
consumido medicamentos antinflamatorios o citoprotectores en los ultimos 15 dias.
Los resultados del estudio de bioquimica y hematologia basica de sus muestras se
encontraban en el rango de valores normales.

Se colectaron muestras de 12-15 mL y se depositaron en tubos de ensayo que
contenian una cantidad de anticoagulante en proporcién 1:10 (buffer citrato-sangre).

Se procedi6 a separar el plasma mediante centrifugacién a 2500 rpm durante 15
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minutos y se elimin6 el sobrenadante. Los eritrocitos fueron lavados 4 veces en
solucién tamponada de fosfato salino (PBS) (pH 7.00) y se resuspendieron en ella a

razoén de 8 x 109 glébulos/mL.

Disefio experimental

El ensayo de RBC (red blood cells) o test de hemdlisis se desarrollé segtn el Protocolo
No. 37 de Invittox.(®) Primero se midi6 la inhibicién de la hemoélisis oxidativa inducida
por el peréxido de hidrégeno (H202) en eritrocitos humanos. Las suspensiones de
eritrocitos fueron tratadas con PBS (control negativo), H202 (control positivo) y acido
ascorbico (AA) como sustancia de referencia.

Los eritrocitos humanos aislados fueron enfrentados a diferentes concentraciones de
un agente oxidante como el H;02, cuyo efecto fue monitoreado en el tiempo. Para
determinar la concentracion de H202 se evaluaronlas concentraciones 5, 10, 25 y 40
mM y para evaluar el efecto citoprotector de la sustancia de referencia (AA) se emple6
el biomodelo propuesto de dafio oxidativo causado por el agente oxidante H20; en
eritrocitos humanos. Las concentraciones de AA evaluadas fueron 5, 10, 25, 40 y 50
pug/mL.

Se incub6 a todos los grupos experimentales a 37 °C durante 30 minutos y cada 10
minutos eran agitatos con un vortex. Después se procedié a centrifugar las muestras,
recoger los sobrenadantes y medir las absorbancias a 530 nm en un
espectrofotometro (PG instrument T60, UK).

Para calcular el porcentaje de hemdlisis se asumi6é 100 % de esta en el control
negativo (H202); asimismo, para estimar el tiempo en el que se alcanz6 50 % de la
hemdlisis (THso) y la concentracion en la que los extractos protegen 50 % de la
integridad de la membrana del glébulo rojo, denominado indice de citoprotecciéon
(ICs0), se utilizaron el logaritmo del tiempo y la concentracidn, respectivamente,

mediante un enfoque de regresion lineal.

Cambios morfolagicos de los eritrocitos
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Por su parte, para precisar el mecanismo de protecciéon de la membrana de los
eritrocitos fueron observados los cambios morfolégicos inducidos por el H202 como
agente oxidante en los glébulos rojos. Se afiadié un volumen de 50 pL de eritrocitos de
los pellets de cada experimento a una camara de Neubauer y se visualizdo en un
microscopio de luz transmitida (Leica DM 1000, Suiza), acoplado a una camara digital
(Leica MC 170 HD). Se consider6 la integridad de la membrana, la forma de los
eritrocitos, ademdas de la presencia/ausencia de deformaciones como esferocitos,
equinocitos y otras alteraciones morfoldgicas para todas las muestras de ensayo y los

controles.(©10)

Resultados

Como puede observarse (Fig.1.), el maximo de la concentracién de hemoglobina que
se libera con esta concentraciéon de eritrocitos, luego de ser expuestos a las
concentraciones de 5, 10, 25 y 40 mM de H20; se obtuvo a los 30 minutos;
igualmente, al comparar los valores de THso obtenidos para estas concentraciones
(9,1; 9,8 y 10,2 minutos, respectivamente), se determin6 que no existian diferencias
significativas (p>0,05). Atendiendo a estos resultados en los restantes estudios se
decidi6 emplear una concentracion del agente oxidante de 10 mM en un tiempo de

incubacion de 30 minutos.

70

t (min)

—0—5mM —&—10 mM 25mM  =¥=40 mM

Conc. (H,0,)
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Fig. 1. Concentraciones de hemoglobina (g/L) en el medio en diferentes intervalos de tiempo,

luego de la exposicidn a concentraciones de 5, 10, 25 y 40 mM de H:0..

Al evaluar el porcentaje de hemolisis de las diferentes concentraciones propuestas de
la sustancia de referencia (Fig.2.) se evidencié que segiin aumenta la concentracién

del AA, dicho porcentaje disminuye.
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Fig. 2. Porcentaje de hemdlisis inducida por la exposicién de H,0 en presencia de AA a

diferentes concentraciones

El porcentaje de inhibicién de la hemdlisis de la sustancia de referencia permiti6
evaluar cémo el producto en estudio, a las concentraciones ensayadas, es capaz de
proteger los eritrocitos del ataque oxidativo, expresado en la disminuciéon de la
hemolisis de las células.

Al respecto, en la figura 3 se observa una curva logaritmica donde, a concentraciones
mas bajas, es evidente el incremento casi lineal de la capacidad citoprotectora de la
sustancia; sin embargo, a medida que la concentracion se incrementa, esta tiende a
disminuir y busca estabilizar la respuesta en forma de meseta. El valor de ICsy,

determinado mediante un enfoque de regresion lineal, fue de 12,71 + 2,35.
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Fig. 3. Citoproteccion antioxidante en eritrocitos humanos mostrada por diferentes

concentraciones de la sustancia de referencia AA.

Los cambios morfolégicos producidos por el H20: en los eritrocitos (Fig. 4.), en
presencia de la sustancia de referencia AA y a concentraciones de 50 pg/mlL, se
visualizaron a través del citado microscopio y se obtuvieron microfotografias con un

aumento de 400x.

Fig. 4. Microfotografias dpticas del efecto protector del estandar antioxidante AA contra dafio
oxidativo inducido por H20; sobre las membranas de los eritrocitos. Magnificacion 400x.

A) Grupo control negativo, B) Grupo control positivo, C) Sustancia de referencia
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De forma general, las muestras con H;0; presentaron cambios morfologicos
significativos de tipo esferocitos, equinocitos y esferoequinocitos. Por su parte, el
estandar antioxidante AA fue capaz de prevenir los dafios morfolégicos en los
eritrocitos inducidos por el H202; sin embargo, aun cuando no se detectaron restos de
membranas que indicaran una ruptura celular, y la densidad de las células ser similar
al control, se observaron alteraciones en la morfologia de estos, fundamentalmente
con la presencia de equinocitos y algunos estomatocitos. No obstante, estas
afectaciones en el grupo del referente antioxidante resultaron significativamente
menores en frecuencia de aparicion, con respecto al control positivo que solo contenia

H20:.

Discusion
Es ampliamente conocido que la interaccion de EROs con las membranas biolégicas
produce gran variedad de modificaciones funcionales. Esto se debe a la afectacién de
los componentes de la membrana, encargados de su estabilidad, rigidez y forma, tales
como los fosfolipidos, el colesterol, las proteinas transmembranales y las proteinas
que constituyen parte del citoesqueleto. Este estrés oxidativo provoca dafios que
alteran toda la conformacion estructural del eritrocito y su funcionamiento.(11)
La infeccion viral con SARS-CoV-2 estimula la generacién de niveles elevados de EROs
que interrumpen la homeostasis redox y provocan estrés oxidativo e inflamacion;
respuestas biologicas que estan relacionadas con el agravamiento a causa de la
enfermedad.
En la practica médica, las estrategias dirigidas a mejorar el estado redox del huésped
pueden brindar una proteccién sélida contra enfermedades graves, pero en el caso de
la COVID-19, la administraciéon de agentes terapéuticos que ejercen potentes
actividades antioxidantes pueden reducir el riesgo de mortalidad.(12.13)
Por estas razones, hoy en dia es importante buscar nuevas alternativas terapéuticas
que permitan minimizar el dafio oxidativo en las células del organismo y controlar la

aparicion de estos fendmenos adversos. En este sentido, los ensayos farmacolégicos
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in vitro resultan relevantes para evaluar la capacidad citoprotectora ante un dafio
oxidativo.

Afortunadamente, el biomodelo farmacolégico propuesto mostré el resultado
esperado en cuanto al dafio oxidativo provocado por el agente oxidante, en este caso
el H202, asi como la citoproteccion del AA como el referente antioxidante empleado.
Resulta valido sefialar que la exposicion de los eritrocitos al H202 conduce a la
peroxidacién de lipidos, lo que podria alterar las membranas de los glébulos rojos e
inducir cambios en la conformacién de las proteinas y su entrecruzamiento, al
disminuir el contenido de la fraccién proteica de la membrana y, en consecuencia,
conducir a una morfologia celular anormal y a la hemodlisis; asimismo, las
interacciones de los eritrocitos intactos con diferentes moléculas pueden alterar su
morfologia.

Por su parte, el AA es transportado a través de la membrana citoplasmatica al interior
de la célula, donde desempefia la mayoria de sus funciones bioldgicas,
significativamente asociadas con su estatus redox. Este compuesto es capaz de
romper las reacciones en cadena, capturar radicales libres y donar electrones a
un gran numero de oxidasas. Ademas, varios de los mecanismos celulares garantizan
que su forma oxidada dehidroascorbato sea recuperada por un ciclo de reciclaje
celular y convertido nuevamente a su forma reducida, la cual esta relacionada
directamente en la homeostasis metabolica. Asi, el empleo del AA como sustancia de
referencia también define el uso que se propone a este biomodelo farmacolégico. Esta
vitamina es conocida por su alta capacidad antioxidante, capaz de proteger las células
y tejidos del organismo ante un dafio oxidativo, de manera que ha sido empleada
eficazmente en el tratamiento de pacientes con COVID-19.(1415)

Igualmente, disponer de un biomodelo farmacoldgico implica también contar con
adecuados biomarcadores que permitan realizar una valoracién apropiada de la
capacidad citoprotectora antioxidante, en este caso, de la sustancia evaluada.

En lo que se refiere al biomodelo farmacolégico propuesto se determinaron, en primer
lugar, 3 variables, a saber: concentraciéon de hemoglobina, porcentaje de hemdlisis y

porcentaje de citoprotecciéon o inhibicion de la hemodlisis, cuyas manifestaciones
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similares indicaron una misma respuesta basada en el efecto de las sustancias
evaluadas sobre el dafio celular provocado por el H205.

Teniendo en cuenta la informacién que ofrece directamente cada uno de estos
parametros, los autores de este articulo consideran que el mas importante, y que
debe formar parte de este biomodelo farmacoldgico, es el porcentaje de
citoproteccion, ya que su principal aporte es brindar informacion acerca de la
proporcién en que la hemdlisis es capaz de disminuir con respecto al maximo
observado y dada la acciéon del agente oxidante, a medida que se va incrementando la
concentracion de las muestras evaluadas.

El segundo parametro de importancia, y que se deriva de los resultados del primero,
es el valor de ICso. Este biomarcador es de gran importancia en el biomodelo
farmacoloégico, a la vez que representa la concentracién de la sustancia ensayada,
capaz de inhibir la hemdlisis a 50 % con respecto al dafio inicial provocado por el
H20:2. Este valor es el que permite evaluar la capacidad citoprotectora de la sustancia
en estudio, al compararlo con el de diferentes sustancias de referencia empleadas, de
las cuales se conoce su probada actividad farmacolégica. Es valido destacar que
mientras mas sustancias de referencia sean aplicadas al estudio con diferentes
mecanismos y efectividad farmacolégica, mejor se podra clasificar las muestras
evaluadas.

El desarrollo de esta investigacion ha evidenciado la importancia del uso de la
microscopia 6ptica en este biomodelo farmacolégico, fundamentalmente por la
informacién que aporta al investigador. Si bien es cierto que evaluar el grado de
hemdlisis y su inhibicién es un indicador de gran valor diagnéstico en cuanto a la
integridad celular de los eritrocitos, no siempre el dafio oxidativo provoca la completa
ruptura celular, sino que a niveles bajos de proteccién, aun cuando no hay hemdlisis
por inestabilidad de la membrana del eritrocito, si hay cambios morfolégicos en las
células que afectan su funcion biolégica y que solo son observados por el estudio
microscopico de las muestras celulares.

Les efectos demostrados del virus SARS-CoV-2 sobre los eritrocitos, mediados por

procesos oxidativos, ha suscitado en varios autores la sugerencia de incluir una
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estrategia antioxidante en la intervencion terapéutica a pacientes infectados por el
virus.(16.17)

Se concluye que la busqueda de nuevos productos de origen natural como alternativa
terapéutica, bien puede incluir el biomodelo farmacoldgico propuesto para la
evaluacion de la propiedad citoprotectora de posibles farmacos ante un dafio

oxidativo.
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