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1- Resumen 

Introducción: La diabetes mellitus tipo 2 (DBT2) se presenta como un síndrome 

metabólico, dando como resultado la consecuente hiperglucemia. Debido a esto, los 

eritrocitos son modificados químicamente por efecto de la glicación, produciendo una 

disminución de la carga eléctrica superficial negativa, reduciendo la repulsión 

electrostática que favorece la agregación eritrocitaria y altera los parámetros 

hemorreológicos. Existe una amplia variedad de opciones terapéuticas y en las últimas 

décadas se han estudiado una gran cantidad de plantas medicinales utilizadas 

popularmente para el tratamiento de la DBT2. Es importante establecer la relación 

existente entre los componentes fitoquímicos y su mecanismo de acción. 

Objetivo: Estudiar la posible actividad hemorreológica de tres fitoquímicos comerciales 

(trigonelina, quercetina y -sitosterol) presentes en plantas autóctonas utilizadas 

popularmente para el tratamiento de la diabetes, como lo son Bauhinia forficata (Pezuña 

de vaca) y Phyllanthus sellowianus (Sarandí blanco). 

Materiales y métodos: Para cada fitoquímico a ensayar se utilizaron como unidades de 

análisis 10 muestras de sangre obtenidas de dadores sanos, previo consentimiento 

informado y aprobación del Comité de Ética del Hospital Centenario de Rosario 

(Dictamen 551, 12/2015). Luego, los eritrocitos fueron separados y tratados in vitro de 

acuerdo a los respectivos protocolos ya estandarizados obteniendo primeramente los 

eritrocitos glicados (GRg), de acuerdo al modelo de glicación in vitro propuesto. 

Posteriormente, los GRg se incubaron con soluciones de los tres fitoquímicos 

seleccionados. Con el Reómetro Eritrocitario se evaluaron las alteraciones en la 

viscoelasticidad eritrocitaria en régimen estacionario y dinámico. La determinación de 

los parámetros de cinética de agregación eritrocitaria se realizó utilizando el agregómetro 

eritrocitario de chip óptico. Se obtuvieron imágenes digitales microscópicas de las 

muestras y se realizó su análisis para la obtención de parámetros de morfología y tamaño 

de agregados con software ISCapture, Image J y Python. Los resultados fueron graficados 

y analizados estadísticamente mediante el programa Prism6, con tests Anova y Tukey.  

Resultados: Etapa preliminar: la concentración de glucosa de 0,4 g/dL resultó ser la 

óptima para la modelización de la glicación in vitro con un tiempo máximo de incubación 

de 3 h. Las concentraciones óptimas de las soluciones de los fitoquímicos para la 
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incubación de los eritrocitos resultaron ser: para trigonelina menor a 1 mg/mL, para 

quercetina de 10 y 100 µM y para β-sitosterol de 40 µM. 

El análisis de los parámetros viscoelásticos y de agregación muestra alteraciones 

significativas de los GRg como las observadas en pacientes diabéticos, que revierten al 

ser tratados con las soluciones de los tres fitoquímicos ensayados. 

Conclusiones: El efecto sobre los eritrocitos producido por las soluciones de trigonelina, 

quercetina y β-sitosterol indicarían la hemocompatibilidad de estos compuestos a las 

concentraciones ensayadas. Además, muestran una interacción de estos fitoquímicos con 

la bicapa lipídica y el glicocalix de la membrana eritrocitaria. La modificación de los 

parámetros de agregación eritrocitaria sugiere una actividad antiagregante de los tres 

compuestos, con la consecuente reversión del aumento de la agregación producido por la 

glicación in vitro. Esto sugiere su posible uso como coadyuvante para el tratamiento de 

las complicaciones de la diabetes y otras patologías vasculares. 
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2 –Introducción  

2.1 – Plantas medicinales y diabetes  

La diabetes tipo 2 (DBT2) es una afección crónica que ha estado en aumento en los 

últimos años. Esto se debe al cambio en las costumbres, hábitos y conductas dietéticas, 

con el consecuente aumento del sobrepeso y la obesidad. En la actualidad, alrededor de 

463 millones de adultos de entre 20 y 79 años tienen diabetes. Esto representa el 9.3% de 

la población mundial en este grupo de edad. Se prevé que la cantidad total aumente para 

el año 2045 a 578 millones (10.2%), y para el año 2030 a 700 millones (10.9%) (Ruso M 

et al., 2023). 

En las últimas décadas se han estudiado en todo el mundo una gran cantidad de plantas 

medicinales utilizadas popularmente para el tratamiento de la diabetes (Chang C et al., 

2013). Actualmente alrededor de 1200 especies vegetales han sido reconocidas por su 

actividad antidiabética, incluyendo un gran número de familias (Leguminosae, 

Cucurbitaceae, Araliaceae, Liliaceae, Solanaceae, Compositae, Campanulaceae, 

Myrtaceae y otras). Hasta el momento, sólo un tercio de ellas fueron estudiadas, 

analizadas y documentadas en alrededor de 460 publicaciones (Qi LW et al., 2010). 

En una amplia compilación publicadasobre productos naturales utilizados para el 

tratamiento de la DBT2 y sus comorbilidades se mencionan principios de origen vegetal, 

como galegina (aislada de Galega officinalis) que es de gran similitud con la droga 

antidiabética actualmente utilizada metformina, también picnogenol, palmatina, 

berberina, trigonelina, ácidos gimnemicos, y otros (Ríos J et al., 2015). Todos ellos 

incluyen los grupos químicos de interés en nuestro análisis: ácidos fenólicos, flavonoides, 

antocianinas, alcaloides y saponinas triterpénicas. 

En nuestro país son tradicionalmente utilizadas varias especies vegetales autóctonas. En 

particular, el Phyllanthus sellowianus Müll Arg. (familia Phyllanthaceae) ha sido incluido 

en la Farmacopea Argentina, debido a sus propiedades antidiabéticas descriptas por 

Hnatyszin et al. en 1997 y 1999 con estudios in vitro e in vivo. Otras plantas medicinales 

conocidas popularmente son por ejemplo la Pezuña de Vaca (Bauhinia forficata) y el 

Yacón (Smallanthus sonchifolius). Entre los compuestos aislados de estas especies, 

principalmente se encuentran saponinas, flavonoides, alcaloides, antraquinonas, terpenos, 

cumarinas, ácidos fenólicos y polisacáridos (Dueñas Rivadeneiras A et al., 2014). 

http://www.hindawi.com/83528534/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qi%20LW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20180758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20EH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20180758
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Sin embargo, aunque se han abordado importantes investigaciones sobre la 

caracterización química de sus componentes y la actividad biológica, farmacológica o 

toxicológica de diferentes extractos vegetales, es de gran importancia profundizar los 

estudios a fin de establecer la relación existente entre los componentes fitoquímicos y su 

acción terapéutica específica. Además, dichas investigaciones se vuelven una tarea 

necesaria para el desarrollo de nuevas y mejores drogas.  

Los procedimientos por los cuales los principios activos desencadenan sus acciones 

farmacológicas son variados y complejos, y en ocasiones todavía desconocidos. Según su 

interacción, éstos se clasifican en específicos si desarrollan su actividad farmacológica en 

base a una interacción estructural con un receptor concreto (principalmente de naturaleza 

proteica) o inespecíficos cuando su actividad se desarrolla por alteración estructural o 

funcional de las células donde actúan, como los cambios producidos en la presión 

osmótica, la permeabilidad de las membranas, las reacciones de oxidación, etc. 

(Kuklinski C et al., 2016). 

Dentro de las diferentes actividades investigadas sobre la capacidad de modular la glucosa 

se pueden mencionar aquellas relacionadas con mecanismos que regulan su reabsorción, 

la resistencia a la insulina, la función de las células β del islote pancreático, y la 

homeostasis péptido tipo Glucagón 1, entre otras (Sakthivel K et al., 2012).  

Otros de los mecanismos, en los cuales los productos naturales nombrados están 

involucrados son: la modificación de los mecanismos mediados por el receptor activado 

por el proliferador de peroxisomas, la inhibición de la actividad de la proteína tirosina 

fosfatasa 1B, la modificación de la expresión génica, y las actividades de hormonas 

implicadas en la homeostasis de la glucosa tales como la adinopectina, resistina e 

incretina, y la reducción del estrés oxidativo (Mucalo, I et  al., 2014; Ríos JL et al., 2016). 

Diversos ensayos realizados con productos vegetales, incluyendo ensayos clínicos, han 

contribuido de manera relevante al conocimiento de los mecanismos de acción por los 

cuales se alcanzan los efectos terapéuticos estudiados y abren nuevas posibilidades con 

un alto nivel de credibilidad en el campo de las plantas medicinales (Ríos J et al., 2016; 

Properzi G et al., 2018; Gutiérrez Hervás M, 2019).  

2.2 Hemorreología 

En Biomedicina, los estudios hemorreológicos son considerados una útil herramienta para 

la detección y la cuantificación de alteraciones en diversas patologías, como la diabetes, 
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la hipertensión arterial y las anemias (Riquelme B et al., 2006). Además, las técnicas 

hemorreológicas permiten analizar la acción de diversos agentes (medicamentos, 

anestésicos, biomateriales, parásitos, radiaciones, etc.) (Batista M et al., 2021; Ponce de 

Leon P et al., 2016, 2020; Riquelme B et al., 2011, 2022), así también como la 

hemocompatibilidad y funcionalidad de los distintos componentes de los extractos 

vegetales (Mascaro H et al., 2019, 2023a, 2023b). 

2.2.1 Conceptos y definiciones 

La Reología es una ciencia multidisciplinaria que estudia la respuesta interna de los 

materiales reales a la acción de tensiones, fuerzas o coacciones exteriores. Literalmente 

el vocablo Reología (del griego reos, fluir, y logos, estudio) significa el estudio del flujo 

de los materiales, pero se ha extendido mucho más. En síntesis, es la ciencia vinculada al 

estudio, en casi todos los aspectos, de las deformaciones de los cuerpos reales bajo la 

influencia de acciones exteriores, incluyendo desde fenómenos de flujo irreversible hasta 

los casos de deformación que conducen o no a cambios permanentes en la posición de los 

elementos que conforman el material (Fergunson J et al., 1991). 

La Reología fue aplicada en particular, al estudio de los materiales biológicos, lo que dio 

origen a la Biorreología. Entre los materiales biológicos la sangre es un material que 

presentaba complejidades que extienden el campo de estudio y las posibilidades de 

investigación. Así nació en la década del ´50 la Hemorreología o reología sanguínea que 

es la disciplina que estudia la deformación y el flujo del fluido sanguíneo en general, y 

de sus componentes, así también como su interacción con los tejidos de los vasos 

sanguíneos y microcapilares.  

La Hemorreología caracteriza las propiedades físicas del flujo de sangre, las cuales 

pueden ser evaluadas en el ser humano a través de la medida de los parámetros 

hemorreológicos como por ejemplo la viscosidad sanguínea, la viscosidad plasmática, la 

deformabilidad de los glóbulos rojos y la agregación eritrocitaria. Estos parámetros 

juegan un rol determinante en el comportamiento fisiopatológico de la circulación 

sanguínea (Baskurt O et al., 2007). El estudio de las propiedades reológicas de la sangre 

representa un polo importante de investigación biofísica y clínica de la fisiopatología 

cardiovascular y tiende a transformarse en un instrumento de diagnóstico preventivo 

(Delannoy M et al., 2015).  

La Hemorreología Clínica estudia diferentes aspectos, abarcando la patogénesis y la 

sintomatología de las vasculopatías, así como también los métodos de diagnóstico para 
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poder realizar mediciones profilácticas y terapéuticas. Es bien conocida la importancia 

que plantean los problemas microcirculatorios que se presentan, tanto en pacientes 

diabéticos como en hipertensos (D`Arrigo M et al., 2002). En las últimas décadas se han 

realizado diversos estudios sobre las alteraciones hemorreológicas, orientados hacia 

determinados grupos de riesgo dentro de la población. Entre las alteraciones más 

importantes que se observaron en estos pacientes, se señala un significativo aumento de 

la viscosidad de la sangre (hiperviscosidad). El incremento de la viscosidad con respecto 

a individuos sanos puede deberse tanto a factores plasmáticos (aumento de proteínas 

séricas, como el fibrinógeno, responsable en mayor parte del incremento en la agregación 

eritrocitaria) como a factores celulares (reducción en el contenido de ácido siálico en la 

membrana del glóbulo rojo, etc.) responsables de la hiperagregación eritrocitaria (Ross 

M. & Pawlina W, 2020). 

2.2.2 Características de los eritrocitos humanos 

Características morfológicas de los eritrocitos humanos 

El eritrocito, hematíe o glóbulo rojo (GR) es un elemento de la sangre que no contiene 

núcleo. La misión principal del eritrocito es transportar y proteger la hemoglobina, la cual 

es fundamental para realizar la función respiratoria confiriéndole a la sangre su color rojo 

característico. El eritrocito contiene en su interior además de la hemoglobina, las enzimas 

necesarias para su metabolismo celular.  

 

 

Figura 2.1. Esquema del glóbulo rojo mostrando sus dimensiones y su característica 

forma bicóncava  

El eritrocito es un disco bicóncavo de alrededor de 7,5 µm de diámetro, 2,5 µm de espesor 

máximo y 1 µm de espesor mínimo (Figura 2.1). Puede describirse como un saco 

membranoso lo suficientemente robusto como para soportar las turbulencias en la 

circulación siendo capaz de deformarse para circular por capilares de una micra de 
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diámetro gracias a que posee una gran superficie en relación a su volumen. Esto favorece 

además el intercambio de oxígeno y dióxido de carbono entre el interior del eritrocito y 

el plasma sanguíneo (Ross M & Pawlina W, 2020).   

 La forma del eritrocito está influida por fuerzas osmóticas. En la Figura 2.2 se observan 

las imágenes de eritrocitos en función de la osmolaridad del medio, hipotónico, isotónico 

o hipertónico. En una solución hipotónica, por el contrario, los eritrocitos aumentan de 

tamaño debido a la captación de agua y adoptan la forma esférica (Figura 2.2a). En una 

solución hipertónica los eritrocitos disminuyen de tamaño por la pérdida osmótica de agua 

y adoptan una forma crenada característica. La célula tiene una menor concentración de 

solutos que el líquido extracelular circundante, y el agua se difunde fuera de la célula por 

ósmosis, lo que hace que el citoplasma disminuya su volumen. Como resultado, la célula 

se encoge y la membrana celular desarrolla muescas anormales. En consecuencia se 

observan en la célula proyecciones o espículas grandes e irregulares (formando 

acantocitos) o más pequeñas, numerosas y regulares (formando equinocitos, Figura 2.2c).  

 

(a)                                        (b)                                       (c) 

Figura 2.2. Representación esquemática de los eritrocitos en diferentes medios: (a) 

hipotónica (aumento de volumen o hemolisis); (b) isotónica (normal); (c) hipertónica 

(crenación o contracción de la membrana celular) (Moya Sáez J, 2016). 

Estructura de los eritrocitos humanos 

El eritrocito presenta una membrana cuya estructura está formada por capas tal como se 

representa en la Figura 2.3. 
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Figura 2.3. Representación esquemática de la membrana del GR donde se presenta 

interacción de proteínas de forma vertical con la banda 3, Rh, RhAG, 4.2 y anquirina 

(anclaje del citoesqueleto a la bicapa lipídica) y la interacción de forma horizontal con 

las espectrina, mediante la aducina y actina (conexión entre las fibras del 

citoesqueleto) (Mohandas N & Gallagher PG, 2008). 

 

Glicocalix: Es la capa más externa constituida por glicoproteínas periféricas, como por 

ejemplo las glicoforinas. Estas proteínas contienen cadenas de oligosacáridos que le 

otorgan la carga eléctrica superficial negativa a los eritrocitos (Murray RK et al., 2010). 

Bicapa lipídica: Consiste en dos monocapas lipídicas fluidas compuesta 

aproximadamente por un 50% de lípidos (principalmente fosfolípidos y colesterol) y otro 

50% de proteínas. La bicapa encierra una solución de hemoglobina, la cual constituye 

alrededor del 95% de las proteínas intracelulares del eritrocito y el 5% restante incluye 

las enzimas requeridas para la producción de NADH y ATP. Los fosfolípidos más 

importantes son la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina y la fosfatidilserina junto con 

la esfingomielina. Los que contienen colina (fosfatidilcolina y esfingomielina) 

predominan en la cara externa, y los que contienen amino (fosfatidiletanolamina y 

fosfatidilserina), en la cara interna. Los lípidos son los responsables de la característica 

fluida de la membrana. 

Citoesqueleto: Es la red o malla de proteínas retractiles asociada a la matriz lipídica por 

su cara interna. Las principales proteínas de la membrana son la espectrina, anquirina, la 

proteína de intercambio aniónico, la actina, y la banda 4.1 (Garrote SH, et al., 2012). Las 
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proteínas del citoesqueleto son las responsables del comportamiento elástico de la 

membrana eritrocitaria. 

Los eritrocitos no poseen organelas intracelulares, por lo tanto, como no hay mitocondrias 

en el interior de los mismos, no hay producción de ATP mediante fosforilación oxidativa. 

Sin embargo, son capaces de sintetizar ATP a partir de la glucólisis anaeróbica 

(Mohandas N et al., 1994; Telen MI et al., 1994).  

Comportamiento reológico del eritrocito 

El eritrocito con su forma bicóncava, además de facilitar el intercambio de gases 

(suministrando oxígeno a los tejidos y eliminando dióxido de carbono), le confiere una 

alta relación superficie/volumen, lo que facilita su deformación. Cuando el eritrocito 

atraviesa los microcapilares, la deformabilidad cumple un rol principal dado que debe 

poder atravesar conductos de diámetros de alrededor de 2 μm, es decir mucho menores al 

suyo. Las proteínas espectrina, anquirina y otras proteínas de membrana periféricas 

determinan la forma y flexibilidad del eritrocito. Por lo tanto, para que el eritrocito sea 

fácilmente deformable, y para que la deformación sea reversible, su membrana debe ser 

tanto fluida como elástica (viscoelástica). La bicapa lipídica es fluida a 37ºC, tiene poca 

estabilidad estructural y se fragmenta con facilidad, mientras que el glicocálix y el 

citoesqueleto estabilizan la bicapa, regulando de esta manera el comportamiento 

viscoelástico (Riquelme B et al., 1999). 

Influencia de los eritrocitos en el comportamiento reológico de la sangre 

Los glóbulos rojos son, tanto por sus propiedades mecánicas como por su abundancia, los 

principales determinantes del comportamiento reológico de la sangre entera. La 

viscosidad de la sangre puede definirse como la resistencia al flujo a consecuencia de una 

fricción interna; cuanto mayor es la resistencia, mayor será la viscosidad de la sangre. La 

sangre es un fluido no newtoniano, ya que su viscosidad varía con las condiciones del 

flujo. Esto se debe a las variaciones que la agregación y la deformabilidad eritrocitaria 

experimentan con las distintas condiciones de cizallamiento. En particular, se ha 

demostrado que la sangre posee un comportamiento “pseudoplástico” dado que su 

viscosidad aumenta a medida que disminuye la velocidad del flujo, lo cual ocurre 

fundamentalmente cuando disminuye el diámetro capilar y se acerca al de los eritrocitos 

(Cheng Z et al., 2000). 

A bajas velocidades de corte en el flujo sanguíneo, cuando las fuerzas que actúan sobre 

los glóbulos rojos son pequeñas, se observan los mayores valores de la viscosidad 
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sanguínea. Por el contrario, a velocidades de corte elevadas, los glóbulos rojos se 

desagregan y se deforman, cambiando su habitual forma discoidea por una forma 

hidrodinámica que opone una resistencia mínima al flujo sanguíneo, disminuyendo por 

tanto la viscosidad sanguínea Así, un aumento de la viscosidad sanguínea, de los niveles 

de fibrinógeno, de la agregación eritrocitaria y/o de la rigidez de los hematíes pueden 

asociarse a eventos trombóticos (Alfred L et al., 1983). 

2.2.3 Agregación eritrocitaria 

Actualmente es totalmente aceptada la participación de los fenómenos fisicoquímicos y 

mecánicos en las interacciones célula-célula y célula-endotelio, mediadas por las 

interacciones célula-macromoléculas, disparadoras de las diferentes formas de oclusión 

vascular y de disfunción circulatoria. Las interacciones entre las células sanguíneas que 

conducen a la formación de agregados eritrocitarios excesivamente resistentes a la 

disociación, han sido frecuentemente observadas en situaciones patológicas como por 

ejemplo la diabetes (McMillan D, 1993).  

Los agregados se producen debido a fenómenos de atracción y repulsión, siendo un 

balance entre las fuerzas de atracción de Van der Waals (creadas por adhesión de las 

proteínas plasmáticas las que forman puentes de unión entre los eritrocitos), las fuerzas 

electrostáticas de repulsión (debidas a las cargas superficiales de la membrana 

eritrocitaria) y las de tensión superficial. Es decir, desde un punto de vista teórico, la 

agregación puede aproximarse como un equilibrio energético entre las fuerzas de 

atracción y las de repulsión (Toderi M et al., 2017, 2020, 2022).  

En la Figura 2.4a se observa un ejemplo de como en condiciones normales, los glóbulos 

rojos a bajas velocidades de corte o en reposo forman rouleaux, situación en la cual los 

eritrocitos se adhieren entre sí enfrentando sus superficies cóncavas para formar 

agregados que adoptan la forma de pilas de monedas. En condiciones anómalas, como 

por ejemplo en la diabetes, la agregación puede conducir a agregados eritrocitarios en 

forma de aglomerados esferoidales de gran tamaño (Figura 2.4b) llamados clusters 

(McMillan D, 1993). Generalmente esta anomalía está asociada con niveles reducidos del 

ácido siálico de la membrana (Carrera L. et al., 2008.) con la consecuente reducción de 

la carga eléctrica superficial, y con factores extracelulares como el incremento del 

contenido del fibrinógeno plasmático o la hiperglucemia (Bergan J et al., 2006). 
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(a)                                                               (b) 

Figura 2.4. Imágenes de glóbulos rojos agregados: (a) en forma de pila de monedas 

(rouleaux); (b) en forma de aglomerado globular (cluster). Imágenes Digitales 

obtenidas en el Área Física, FCByF (UNR) (microscopio óptico invertido Union 

Optical, Japón; objetivo 40x; cámara digital acoplada).  

2.2.4 Alteraciones hemorreológicas en la diabetes 

Las muestras de sangre de pacientes diabéticos muestran una alteración en los parámetros 

de agregación eritrocitaria (Foresto P et al., 2002; Delannoy M et al., 2014) al igual que 

en las propiedades mecánicas de la membrana de los GR (Le Devehat C et al., 2004; Babu 

N et al., 2005). Además, numerosos estudios en la DBT2, han detectado anomalías 

hemorreológicas importantes como son el aumento de la viscosidad intracelular de los 

GR debido a los altos niveles de hemoglobina glucosilada, lo cual conduce a una 

reducción de la deformabilidad eritrocitaria (Lapolla A et al., 1991; Paarvanova B et al., 

2013) y una disminución del contenido en el ácido siálico de las glicoforinas en las 

membranas de eritrocitos, determinante de la carga negativa en la superficie celular y 

asociado con un aumento en la agregación de GR (Carrera L et al., 2008). Por otra parte, 

el aumento de la agregación eritrocitaria relacionado con el significativo incremento en 

las concentraciones de las proteínas plasmáticas (especialmente el fibrinógeno), conducen 

a un aumento de la viscosidad sanguínea, conocido como hiperviscosidad sanguínea 

(Foresto P et al., 2000). 

También, algunos autores han sugerido que la hiperagregabilidad eritrocitaria está 

asociada con otros factores de riesgo vascular, como por ejemplo la obesidad (Poggi M 

et al., 1994.), la hipertensión (Meiselman H et al., 1999; Razavian S et al., 1992; Filippini 

F, 2012), la dislipidemia (Vallá A et al., 1993; Simon E et al. 1995) al igual que la diabetes 

(Khodabandehlou T et al., 1996), siendo un parámetro que es ampliamente utilizado como 

un indicador de riesgo cardiovascular (Kiesewetter H et al. 1988; Rainer C et al., 1987). 
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Particularmente, la DBT2 representa el mayor factor de riesgo para las enfermedades 

isquémicas cardiovasculares y cerebrovasculares (Alet A et al., 2001). Al principio, los 

cambios microcirculatorios son reconocidos por una reducción del flujo capilar y una 

pérdida de la autorregulación capilar. Las alteraciones del flujo sanguíneo observadas en 

pacientes DBT2 están evidenciadas en la retinopatía diabética y en el pie diabético 

(Giansanti R. et al., 1995), debidas principalmente a la alteración de la viscoelasticidad 

eritrocitaria (Lapolla A et al., 1991; Torregiani F et al., 1995; Riquelme et al., 2003, 

2006), un incremento de la viscosidad sanguínea y plasmática (Kulkarni M et al., 1994) 

y un aumento de la agregación eritrocitaria, observándose la formación de los agregados 

anormales llamados clusters, que difieren de los rouleaux observados en muestras de 

dadores sanos (Lebensohn N et al., 2006; D'Arrigo M et al., 1999; Foresto P et al., 2000; 

Delannoy M, 20014, 2015). 

La glicación (glucosilación no enzimática) ocurre en condiciones fisiológicas y es uno de 

los mecanismos por el cual la glucosa puede dañar el endotelio vascular, ya que en el caso 

de la DBT2 se encuentra patológicamente aumentada, sobre todo en períodos de 

descompensación metabólica. El proceso de glicación se define como el ataque directo 

de la glucosa sobre el grupo épsilon amino de la lisina de las proteínas plasmáticas y 

tisulares, o al grupo alfa amino terminal de la cadena polipeptídica, o a los grupos amino 

de las bases de los ácidos nucleicos. La glicación trae como consecuencia que las 

proteínas nativas modifiquen su estructura, sus propiedades fisicoquímicas y sus 

funciones biológicas. El grado de glicación dependerá de la concentración de glucosa en 

el medio y del tiempo de vida media de la proteína. Esta modificación trae aparejada 

cambios funcionales y estructurales. En proteínas de mayor vida media, como por 

ejemplo el colágeno y otras proteínas de los vasos, y en pacientes con altos niveles de 

glucemia, las uniones entre la glucosa y las proteínas se tornan irreversibles (glucosilación 

avanzada irreversible). Los productos de la glucosilación avanzada irreversible, alteran la 

interacción entre las proteínas y los proteinoglicanos aniónicos en la membrana basal de 

los vasos, lo cual produce un aumento de la permeabilidad de los capilares.  

2.3 Modelización in vitro de la glicación eritrocitaria por hiperglucemia 

A fin de modelizar in vitro en forma controlada el proceso de glicación que ocurre por la 

hiperglucemia en la diabetes, los glóbulos rojos se incuban con soluciones de glucosa. La 

glicación in vitro de los glóbulos rojos difiere de la glicación in vivo particularmente en 
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los cambios fisiológicos, el metabolismo de la glucosa y la renovación continua de los 

glóbulos rojos en el sistema circulatorio sanguíneo. Sin embargo, resulta de utilidad 

estudiar en forma controlada las alteraciones en glóbulos rojos incubados en medios a 

diferentes concentraciones de glucosa, dado que se puede observar el efecto específico de 

la glicación sin la influencia de las comorbilidades relacionadas con la diabetes (Alet A 

et al. 2015; Batista M et al., 2022). 

Varios investigadores han propuesto diferentes protocolos para la glicación controlada in 

vitro, donde las alteraciones de los glóbulos rojos fueron evaluadas con diferentes técnicas 

experimentales (Raftos DA et al., 2001; Resmi H et al., 2005; Riquelme B et al., 2005; 

Buszniez P et al., 2017; Lerda N et al., 2017). En estos ensayos, se correlacionó el nivel 

de glicación con las alteraciones bioquímicas y hemorreológicas debido a la incubación 

de los glóbulos rojos con soluciones de glucosa en un amplio rango de concentraciones, 

según el objetivo del estudio. En todos los casos, los valores de glucosa fueron superiores 

a los que se encuentran en condiciones fisiológicas in vivo para lograr in vitro el efecto 

de glicación.  

De acuerdo con el análisis bioquímico estándar, el ayuno normal (sin alimentos durante 

ocho horas) el nivel de azúcar en sangre está entre 0,070 g/dl y 0,099 g/dl. La prediabetes 

se diagnostica entre 0,100 g/dl y 0,125 g/dl, y la diabetes cuando la glucemia en ayunas 

es igual o superior a 0,126 g/dl (American Diabetes Association, 2019). 

2.4 Fitoquímicos seleccionados para su evaluación 

Existe gran variedad de compuestos químicos encontrados en extractos vegetales que 

serían los responsables de la actividad antidiabética descripta en la bibliografía (Adams 

et al., 2014, Koupý et al., 2015, Ríos J et al., 2015). Entre estos, los compuestos más 

frecuentemente nombrados son: saponinas, flavonoides, cumarinas, alcaloides, ácidos 

fenólicos y fitosteroles, o sus derivados. De plantas mundialmente utilizadas para el 

tratamiento de la diabetes, las especies autóctonas Phyllanthus sellowianus (Sarandí 

Blanco) y Bauhinia forficata (Pezuña de Vaca) son las que resultan de mayor interés para 

nuestra región. 

El Sarandí Blanco, Phyllanthus sellowianus Müll Arg. (Euphorbiaceae), es un arbusto 

que crece a orillas de ríos y arroyos en regiones templadas y húmedas de nuestro país. 

Estudios realizados por Hnatyszyn et al. encontraron que la administración del extracto 

acuoso de corteza de Phyllanthus sellowianus disminuye en forma significativa el nivel 
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de glucosa en ratas con diabetes inducida (Hnatyszyn O et al., 1996, 1997). Los análisis 

fitoquímicos han revelado la presencia de diferentes compuestos, tanto en las hojas como 

en la raíz, el leño y la corteza, como el triterpeno pentacíclico fillantol, una biflavona, los 

flavonoides rutina y quercetina, ácido clorogénico, fitoesteroles (estigmasterol, 

campesterol y β-sitosterol) y cumarinas: isofraxidina y escopoletina (Hnatyszyn O et al., 

1999). Los resultados previos (Buszniez P et al., 2012, 2013, 2014) indicarían que existe 

una alteración de los parámetros hemorreológicos por la acción in vitro de extractos de 

corteza de sarandí blanco, la cual varía de acuerdo con la técnica de extracción utilizada.  

El árbol de pezuña de vaca (Bauhinia forficata), también conocido como pata de 

buey o árbol de las orquídeas, ha probado ser un remedio efectivo para disminuir la 

glicemia en pacientes que sufren DBT2, con una reducción y/o normalización de la 

hemoglobina glucosilada (Toloza-Zambrano P, 2015). De los extractos de pezuña de vaca 

se han obtenido los fitoesteroles: β-sitosterol y estigmasterol. Los principales 

compuestos identificados en las hojas de B. forficata subsp. pruinosa a los cuales se les 

atribuye propiedades hipoglucemiantes corresponden al alcaloide trigonelina y al 

flavonoide rutina (quercetina-3-O-rutinósido). Estudios en animales (ratas y conejos) 

mostraron un efecto hipoglucemiante tras la exposición aguda a extractos acuosos, 

hidroalcohólicos y etéreos de hojas de B. forficata, con una disminución de los niveles de 

glicemia entre un 39-41% (Barreto Silva F et al., 2002; Fuentes O et al., 2004). Un estudio 

in vitro evidenció que diferentes fracciones de un extracto metanólico de B. forficata 

producen una estimulación de la captación de glucosa en las células de glándulas gástricas 

aisladas de conejos normales y diabéticos, sugiriendo que el extracto ejerce un efecto 

similar al de la insulina, al favorecer el consumo de glucosa en los tejidos periféricos 

(Fuentes O et al., 2006). 

De acuerdo a lo concluido por Hussain y Marouf (Hussain S et al., 2013), a pesar de los 

datos alentadores de los estudios in vitro y en animales, los efectos de los polifenoles 

(como ser flavonoides, flavonas, ácidos fenólicos) sobre la homeostasis de la glucosa en 

los seres humanos no han sido declarados de forma coherente. Estos autores señalan 

además, que a pesar de la escasez de datos concluyentes que muestren resultados 

beneficiosos para la salud asociados con los flavonoides en los seres humanos, estos 

compuestos ya tienen un valor comercial elevado, por lo cual existe una urgente necesidad 

de realizar más investigación en este ámbito, ya que la prescripción de los flavonoides 

como coadyuvantes para controlar la diabetes presentan una perspectiva muy interesante. 

Dentro de las actividades farmacológicas de los compuestos flavonoides se pueden 

http://www.plantasparacurar.com/categoria/plantas-medicinales/001-plantas-medicinales-por-nombre-vulgar/pata-de-vaca/
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mencionar entre otras: antihemorrágicos, antiarrítmicos, protectores de la pared vascular 

o capilar, antinflamatorios, antirradicales libres, antihepatotóxicos, diuréticos y 

antiurémicos. Por otra parte, estos compuestos pueden contribuir a la mayor capacidad 

antioxidante del plasma (Olthof M et al., 2001). Dicha actividad antioxidante podría ser 

de importancia en el caso de la diabetes, dado que esta patología se caracteriza por un 

mayor estrés oxidativo (Natella F et al., 2002). En consecuencia, para elucidar el 

mecanismo de acción de los flavonoides aplicable al tratamiento de la diabetes y sus 

potenciales efectos terapéuticos, es necesario conocer los mecanismos moleculares 

implicados (Ríos, J L et al., 2015, 2016). 

Por lo anteriormente expuesto, de todos los componentes químicos identificados en 

Sarandí y Pezuña de Vaca, este estudio se centraliza en tres de ellos: quercetina 

(perteneciente al grupo de flavonoides), trigonelina (clasificado como alcaloide) y β-

sitosterol (perteneciente al grupo de fitosteroles). Asimismo, toda información que pueda 

brindarse sobre estos compuestos será un valioso aporte a la Biomedicina, que contribuirá 

al diseño y desarrollo de nuevas drogas y su viabilidad (hemocompatibilidad) para la 

formulación de posibles formas farmacéuticas. 

2.4.1 Trigonelina (T) 

La trigonelina ha sido identificada en las hojas de Pezuña de Vaca y en semillas de café 

y de fenogreco (Toloza-Zambrano P et al., 2015). Se trata de un alcaloide del grupo de la 

piridina con fórmula química C7H7NO2 (Figura 2.5) formado a partir de la metilación 

enzimática del átomo de nitrógeno de la niacina (Vitamina B3). La T es un producto del 

metabolismo de la niacina que se excreta en la orina de los mamíferos (Bruneton J, 2001). 

Este compuesto químico es un ion híbrido o zwitterión, eléctricamente neutro, que 

presenta carga formal positiva y negativa sobre átomos diferentes en su molécula. 
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Figura 2.5: Estructura química de Trigonelina (a), y de su sal obtenida como standard 

para análisis (b). 

Comercialmente se dispone del standard para análisis como un polvo blanco, 99 % de 

pureza, soluble en agua (100 mg/mL; PM = 173.60 g/mol. Lab. Sigma Aldrich, código 

T-5509, Nº CAS 6138-41-6). 

Diversos trabajos de investigación han demostrado su actividad hipolipemiante, 

antiinflamatoria, antioxidante y antidiabética: reduce la hiperglucemia tanto en animales 

como en humanos, protege las células ß del páncreas y aumenta el índice de sensibilidad 

a la insulina (Koupý D et al., 2015; Khalili M et al., 2018). Además, se ha informado que 

T mejora eficazmente la función cognitiva y la neuropatía auditiva, exhibe acciones 

anticancerígenas, mejora la tolerancia a la glucosa en hombres obesos y disminuye el 

stress oxidativo (Khalili et al., 2018; Farid et al., 2020; Aktar S et al., 2023). Otros 

estudios demostraron que en ratas con DBT2 inducida con estreptozotocina, el 

tratamiento con T aumentó tanto el nivel de insulina sérica como el índice de sensibilidad 

a la insulina, y disminuyó significativamente los niveles de colesterol total y triglicéridos 

(Barreto Silva F et al., 2002). Además los estudios sobre la neuropatía periférica 

mostraron que T mejoró significativamente la velocidad de conducción nerviosa motora 

y sensorial, y la nocicepción, con protección del tejido neuronal, reduciendo el estrés 

oxidativo en el nervio ciático (Zhou J et al., 2012). 

En particular, numerosos autores relacionan el consumo de café con la disminución del 

riesgo cardiovascular, fundamentando el alto contenido de T presente en esta bebida (Ríos 

J, 2016; Nehal A, 2016; Talero L et al., 2024). 

2.4.2 Quercetina (Q) 

En la Figura 2.6 se muestra la estructura química de la Q, la cual se clasifica como 

flavonoide. Estos representan un grupo de compuestos polifenólicos que poseen un 

núcleo básico de flavano con dos anillos aromáticos, que se encuentran conectados por 

un anillo heterocíclico oxigenado de tres átomos de carbono. En la naturaleza, se 

encuentra principalmente como O-glucósido, en donde uno o más grupos azúcar se 

encuentran unidos a los grupos fenólicos por enlaces glucosídicos. Las propiedades 

antioxidantes de los flavonoides emergen primariamente de la presencia de grupos 

hidroxilo fenólicos en su estructura. 
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Figura 2.6: Estructura química del flavonoide quercetina 

Existe gran variedad de estudios biológicos y farmacológicos relacionados con sus 

efectos sobre sitios claves de la regulación de insulina como potente inhibidor in vitro de 

la enzima 11β hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11 β-HSD1), la cual es 

estimuladora de la acción de la hormona glucocorticoide, antagonista de la insulina y 

estimuladora de la gluconeogénesis (Sridevi Sangeeta K et al., 2016; Bouyahya A et a l., 

2024). 

De la misma forma se ha demostrado su actividad antidiabética en diferentes modelos de 

DBT2 experimental, evidenciando que la Q protege a las células β pancreáticas del estrés 

oxidativo producido por la administración de Streptozotocina (SZT) en ratas, debido a 

una potente actividad antioxidante (Coskun O et al., 2005; Ortiz H et al., 2009). 

Además, el compuesto químico Q presenta especial interés debido a sus propiedades 

antioxidantes o prooxidantes (Procháskková D. et al., 2011). En diversas investigaciones 

se han constatado sus efectos anti-inflamatorios, antivirales o antialérgicos, y en especial 

su papel protector y antitrombótico en las enfermedades cardiovasculares. Sus efectos 

citoprotectores han mostrado su eficiencia para eliminar los procesos de peroxidación 

lipídica de los fosfolípidos de las membranas y la peroxidación en los glóbulos rojos 

(Pérez Trueba G, 2003).  

Como ya se ha mencionado, en la diabetes se produce un aumento de la producción de 

radicales libres del oxígeno y del nitrógeno, de lo cual es fundamentalmente responsable 

la hiperglucemia crónica que manifiestan los individuos afectados por esta enfermedad 

metabólica. Existe una fuerte evidencia experimental que indica que el estrés oxidativo 

puede determinar el comienzo y la progresión de complicaciones tardías de la DBT2, se 

ha demostrado que existe un aumento de la producción de especies reactivas de oxígeno 

(EROs) y una disminución de las defensas antioxidantes en los sujetos diabéticos 

(González Sánchez A, 2011). Por lo tanto, se sugiere que la actividad antidiabética de 
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este fitoquímico podría ser un producto secundario a su actividad antioxidante, aunque 

no se encontraron resultados concluyentes sobre los marcadores del estrés oxidativo. En 

consecuencia, para elucidar el mecanismo de acción de Q aplicable al tratamiento de la 

diabetes y sus potenciales efectos terapéuticos, es necesario conocer los mecanismos 

moleculares implicados (Duarte J & Pérez Vizcaíno F, 2015). 

En una revisión de Science Direct, Alternative Therapies (Jorge A et al., 2004; 

Thangasamy T et al., 2009; Ji Young L et al., 2013; Perez Trueba G, 2013; Eseberri I et 

al., 2019, 2021) se describen los efectos obtenidos en función de las siguientes 

concentraciones de Q: 

Bajas dosis 0 a 10 M: quimioprevención 

Dosis medias 10 a 200 M: efectos mixtos 

Dosis altas > 200 M: prooxidante o potenciales propiedades terapéuticas. 

2.4.3 -sitosterol (BS) 

Los niveles de colesterol y triglicéridos elevados acompañan con frecuencia a la DBT2, 

lo cual implica un riesgo cardiovascular. Además, la evidencia epidemiológica ha 

confirmado la teoría lipídica de la arteriosclerosis. Por otro lado, diferentes estudios han 

demostrado que las poblaciones con una ingesta elevada de grasas de origen animal 

presentan niveles de colesterol más elevados y mayor morbimortalidadi cardiovascular 

(Arrieta F et al, 2015). Es más, la incidencia de cardiopatía isquémica está en relación 

directa con la hipercolesterolemia incrementando el riesgo de sufrir un episodio 

coronario. Por lo tanto, el colesterol sérico elevado es también un factor de riesgo para 

accidente vascular cerebral y enfermedad vascular periférica (Cuevas A & Alonso R, 

2016).  

Los fitosteroles son esteroles vegetales que poseen una estructura química muy similar al 

colesterol y pueden ser utilizados para tratar la hipercolesterolemia (Brufau G et al., 

2008). Además de la actividad antidiabética de los fitosteroles, también se describen 

propiedades como inmunomoduladores, anticancerígenos, antiinflamatorios y 

antiulcerosos, aunque el mecanismo de acción por el cual producen algunas de estas 

acciones no se conoce exactamente (Hung Llamos B et al., 2005). 

Los estudios realizados sobre las propiedades de los fitosteroles indican que reducen la 

absorción del colesterol, desplazándolo de las micelas que lo solubilizan como paso 

                                                 
i Tasa de muertes por enfermedad en una población y en un tiempo determinados (RAE). 
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previo a su absorción por un transportador activo del enterocito (Muñoz Jáuregui A et al., 

2016). Gran variedad de fitosteroles se encuentran en el Sarandí y en la Pezuña de Vaca 

siendo los más abundantes: β-sitosterol (BS), campesterol y stigmasterol. En la Figura 

2.7 se muestra la fórmula química de BS y su similitud con la molécula de colesterol. 

 

           

(a)                                                   (b) 

Figura 2.7: Estructuras químicas de colesterol (a) y β-sitosterol (b). 

 

Actualmente, el tratamiento de la hipercolesterolemia incluye una clase de fármacos 

conocidos como estatinas que disminuyen la síntesis endógena de colesterol en el hígado, 

pero pueden producir diversos efectos adversos como rabdomiólisis con dolor muscular 

extremo, daño hepático y confusión mental entre los más graves (Rosenson R et al., 

2017). En comparación con las prescripciones de medicamentos de rutina, el agregado de 

fitoesteroles a la dieta, como por ejemplo el BS, puede considerarse una estrategia 

farmacológica viable. Sin embargo, la cantidad de BS que las personas reciben a través 

de la dieta a menudo no es suficiente para reducir significativamente el colesterol en la 

sangre (Silva P et al., 2016). Además, la incorporación exitosa de BS en preparados 

farmacológicos o alimentos es realmente un desafío porque tiene baja solubilidad, tanto 

en agua como en aceite. Por ello, la eficacia del BS para disminuir el colesterol depende 

estrictamente de las propiedades fisicoquímicas y de la formulación farmacéutica (Salehi 

B et al., 2021).  

Además, la estructura microcristalina del BS aumentaría la dosis-respuesta debido a una 

disolución modificada en los fluidos del intestino delgado. En consecuencia se han 

estudiado diversas formulaciones farmacéuticas (Morales S et al., 2013) observando que 

la encapsulación de fitoesteroles y las formulaciones dispersables en agua mejoran su 

solubilidad y estabilidad, y se espera que proporcionen una mayor actividad reductora del 

colesterol. Esto permitiría producir una amplia variedad de productos bajos en grasa 
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eficaces para reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares. Por ejemplo, se han 

desarrollado fórmulas con transportadores de lípido nanoestructurado (NLC) que 

consisten en una matriz lipídica sólida que atrapa un lípido líquido (aceite) como 

nanocompartimentos dispersos en una solución acuosa de tensioactivo. Se ha reconocido 

que su principal beneficio es la administración oral de nutracéuticos poco solubles en 

agua, aportando una mayor solubilidad y bioaccesibilidad al sitio de acción, así como un 

control de la liberación del compuesto bioactivo (Soleimanian Y et al., 2020). 
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Hipótesis 

Los fitoquímicos trigonelina, quercetina y -sistosterol, presentes en las plantas 

autóctonas como Pezuña de Vaca y Sarandí Blanco utilizadas popularmente para el 

tratamiento de la DBT2, inducen cambios estructurales en la membrana eritrocitaria 

modificando sus propiedades mecánicas y su carga superficial eléctrica, y revierten las 

alteraciones en la viscoelasticidad y agregación eritrocitaria producidas por la 

hiperglucemia. 

Objetivo general 

Estudiar la posible actividad hemorreológica de tres fitoquímicos comerciales 

(trigonelina, quercetina y -sitosterol) presentes en dos plantas autóctonas utilizadas 

popularmente para el tratamiento de la diabetes como lo son Bauhinia forficata (Pezuña 

de vaca) y Phyllanthus sellowianus (Sarandí blanco). Brindar información que permita 

en el futuro, relacionar estos 3 compuestos fitoquímicos con su actividad farmacológica, 

para su posible uso como coadyuvante en el tratamiento de la DBT2. Además, analizar la 

hemocompatibilidad de los fitoquímicos comerciales mencionados, información que será 

de utilidad para evaluar su posible administración como fórmula farmacéutica inyectable. 

Objetivo específico 

Estudiar la acción in vitro sobre los glóbulos rojos humanos de los compuestos 

fitoquímicos trigonelina, quercetina y -sistosterol disponibles comercialmente. 

Analizar particularmente la acción en las propiedades mecánicas y de agregación de GR 

con alteraciones similares a las producidas por la hiperglucemia en pacientes con DBT2, 

mediante la modelización por glicación in vitro de glóbulos rojos de dadores sanos. 

Particularmente se pretende evaluar la acción sobre los parámetros viscoelásticos y de 

agregación eritrocitaria, factores que generalmente se encuentran alterados en la DBT2 

tal como se describió en la introducción. 
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3 – Desarrollo 

3.1- Materiales y métodos 

3.1.1 Material biológico y preparación de muestras 

Muestras de glóbulos rojos humanos 

Para cada fitoquímico a ensayar se utilizaron como unidades de análisis 10 muestras de 

sangre de dadores sanos (entre 20 y 35 años de edad de ambos sexos). La extracción y el 

procesamiento de las muestras de sangre de los donantes fue supervisada por la Dra. 

Mabel D’Arrigo. La supervisión y selección de los donantes sanos fue realizada por el 

Dr. Fernando Filippini (Área Clínica Médica - Hospital Provincial del Centenario, 

Rosario), teniendo en cuenta los siguientes criterios de exclusión: 

 Fumador 

 Alcohólico 

 Hipertenso 

 Diabético 

 Con Síndrome metabólico y obesidad (IMC > 30) 

 Hipotiroideo, hipertiroideo 

 Insuficiente renal 

 Insuficiente hepático 

 Cirrótico 

 Dislipémico, con hipertrigliceridemia (> 200 mg/dL), hipercolesterolemia  

(> 240 mg/dL), o bajo colesterol HDL (< 35 mg/dL) 

 Con trastornos hematológicos o endócrinos 

 HIV (+) 

 Patologías infectocontagiosas 

 Inmunocomprometido 

 Medicado 

Previamente, los dadores fueron invitados a participar en el proyecto firmando el 

respectivo consentimiento informado (Apéndice D). En todo momento se respetaron las 

normas de buena práctica clínica y los postulados éticos de la declaración de Helsinki y 

sus posteriores actualizaciones. 
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Las muestras fueron obtenidas por punción venosa y anticoaguladas con EDTA-K2, se 

conservaron a temperatura ambiente y se utilizaron inmediatamente luego de la 

extracción, de acuerdo a las recomendaciones de la International Society of Clinical 

Hemorheology (International Expert Panel for Standardization of Hemorheological 

Methods, 2009) (Apéndice B-1). 

Los GR fueron separados por centrifugación, descartando la capa leucoplaquetaria y 

almacenando el plasma para los estudios de agregación. Luego, fueron tratados in vitro 

de acuerdo a los respectivos protocolos ya estandarizados para cada determinación 

hemorreológica (Apéndice B-2). Una vez finalizadas las experiencias, las muestras fueron 

descartadas de acuerdo a las normas de bioseguridad vigentes en los laboratorios de 

trabajo.  

Los medios de suspensión utilizados (PBS, PVP) se encuentran detallados en los 

Apéndices A-1 y A-2. 

Glicación in vitro de glóbulos rojos 

Se obtuvieron muestras de GR glicados (GRg) modelizando in vitro las alteraciones en 

la membrana eritrocitaria debido a la hiperglucemia, como ocurre en la diabetes.  

Para seleccionar las concentraciones óptimas de glucosa, se realizaron ensayos 

preliminares incubando GR de los dadores sanos con soluciones de diferentes 

concentraciones (0,2 g/dL, 0,4 g/dL, 0,6 g/dL, 0,8 g/dL y 1 g/dL, 2 g/dL) a 37ºC con 

agitación controlada (Apéndice B-4).  

En todos los casos, luego de transcurrido el tiempo de incubación, los GR se lavaron una 

vez con PBS para quitar el remanente de glucosa. Además, en todas las etapas del 

procesamiento de las muestras se registró si se observó o no la presencia de hemólisis.  

Para la evaluación de las alteraciones reológicas de la membrana eritrocitaria con las 

distintas técnicas, se prepararon suspensiones de eritrocitos al 40% en plasma autólogo, 

tanto con los GR controles como con los GRg. 

Como se verá más adelante en la sección Resultados 3.2.1, se eligió como protocolo 

óptimo el que utiliza los GR lavados incubados con una solución de glucosa en PBS a la 

concentración 0,4 g/dL, la cual es equivalente a un valor de glucemia de 240 mg/dL en 

un paciente diabético. 

Fitoquímicos estudiados  

Se utilizaron los siguientes compuestos adquiridos en el laboratorio comercial Sigma-

Aldrich:  
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• T: trigonelina (Catálogo Nº 000010 T5509) alcaloide presente en la Pezuña de 

Vaca. 

• Q: quercetina (Catálogo Nº 000070 Q4951) flavonoide presente en Pezuña de 

Vaca como quercetina-3-O-rutinósido y en el Sarandí. 

• BS: -sitosterol (Catálogo Nº 000040 85451) fitosterol presente en la Pezuña de 

Vaca y en el Sarandí. 

Tratamiento de los GR con los fitoquímicos 

Para estudiar la acción de los fitoquímicos en la membrana eritrocitaria, se incubaron 

volúmenes iguales de GR lavados con las soluciones de los fitoquímicos preparadas a 

distintas concentraciones en PBS o solvente orgánico, según la solubilidad de los mismos 

tal como se detalla en el Apéndice B. La incubación con los fitoquímicos se realizó a 

37ºC bajo agitación controlada durante 60 minutos. Como control se utilizó una alícuota 

de cada muestra incubada de la misma forma, pero con un volumen igual de PBS. Una 

vez finalizado el tiempo de incubación, los GR fueron lavados 1 vez con solución PBS. 

Se analizó y registró la presencia de hemólisis y/o aglomerados macroscópicos de GR.  

3.1.2 Viscoelasticidad eritrocitaria 

Luego de establecidas las condiciones de ensayo para cada fitoquímico, se realizaron las 

respectivas incubaciones y las determinaciones con el Reómetros Eritrocitario en las 

muestras glicadas y en los controles (GR y GRg) con el fin de evaluar las posibles 

alteraciones en la viscoelasticidad eritrocitaria. 

Se utilizó el Reómetro Eritrocitario (Riquelme B et al., 2013: Patente de Invención AR 

091467 B1), instrumento desarrollado y patentado en el Grupo de Física Biomédica del 

Instituto de Física Rosario (IFIR, CONICET-UNR), basado en la técnica de 

difractometría láser (Rasia RJ et al., 1986; Riquelme B et al., 1999, 2003). Está 

constituido por dos discos planos de cristal transparente e incoloro, superpuestos, 

coaxiales, paralelos y horizontales (Figura 3.1). Entre ambos discos, hay una separación 

uniforme y regulable en la que se introduce la muestra. El disco superior es fijo y el 

inferior gira a una velocidad regulable. El movimiento del disco inferior es realizado por 

un motor, que es alimentado por una fuente ajustable.  
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Figura 3.1: Fotografía y esquema del Reómetro Eritrocitario  

 

En el régimen estacionario, el disco inferior gira a una velocidad constante permitiendo 

registrar las curvas de carga y descarga al detenerse. En el régimen dinámico (oscilatorio), 

el disco inferior se mueve con una velocidad que oscila sinusoidalmente con frecuencias 

controlables de 0,5 Hz, 1 Hz y 1,5 Hz (equivalentes a 30, 60 y 120 latidos por minuto 

respectivamente), permitiendo la obtención de curvas sinusoidales a partir de las cuales 

se calculan los parámetros viscoelásticos dinámicos de la membrana eritrocitaria.  

El patrón de difracción de las células es producida por un haz láser (633 nm) que atraviesa 

perpendicularmente la suspensión de eritrocitos. A medida que los GR se deforman, el 

patrón de difracción cambia de circular a elíptico (Figura 3.2a y b). En consecuencia, las 

características geométricas del patrón de difracción están relacionadas con la 

deformabilidad de los eritrocitos bajo la tensión de corte que es aplicada a los glóbulos 

rojos entre los discos. 

 

 

 

Láser 

de 

Diodo 

Detectores 
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(a)                                           (b) 

Figura 3.2: Patrón de difracción:(a) circular del eritrocito en reposo y (b) elíptico 

correspondiente a los eritrocitos deformados bajo una tensión de corte. 

 

 

(a)                            (b) 

 

(c) 

Figura 3.3: (a) curva de carga y (b) curva de descarga correspondientes a los 

eritrocitos en régimen estacionario; (c) curva sinusoidal correspondiente a los 

eritrocitos en régimen dinámico. 
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Mediante el análisis con el software especialmente diseñado de las curvas de carga y 

descarga en régimen estacionario (Figura 3.3a y b) y de las sinusoidales en régimen 

dinámico (Figura 3.3c), se obtienen los siguientes parámetros viscoelásticos de los 

eritrocitos tratados con los fitoquímicos y de los controles (GRg y GR):  

● ID: índice de deformabilidad 

● μ: módulo elástico de la membrana del GR 

● ηm: viscosidad superficial de la membrana del GR 

● : desfasaje entre la tensión y la deformación sinusoidales 

● G’: módulo de almacenamiento 

● G”: pérdida dinámica 

El ID se determina en función de las dimensiones que adquiere el patrón de difracción de 

la población de eritrocitos cuando se deforman por la acción de una tensión de corte 

constante, y se define por la siguiente ecuación: 

dD
dDID




                 (1) 

Siendo D el diámetro mayor y d el diámetro menor del patrón de difracción 

correspondiente a una población de eritrocitos sometidos a una deformación estacionaria.  

En la Figura 3.3a y b se presenta un ejemplo de las curvas de crecimiento de la 

deformación (carga) y recuperación (descarga) de la forma de los eritrocitos que permiten 

determinar la m que es una medida de la fluidez relacionada con la bicapa lipídica, y el 

μ que mide la elasticidad de la membrana, la cual se relaciona fundamentalmente con la 

estructura del citoesqueleto.  

En la Figura 3.3c se presenta un ejemplo de las curvas obtenidas en régimen oscilatorio 

de las cuales se determina el desfasaje  entre la respuesta de los eritrocitos y la tensión 

de corte aplicada. Este parámetro permite calcular las componentes de la viscoelasticidad 

dinámica de los eritrocitos (G’, G”) 

La muestra utilizada está constituida por 100µL de cada muestra de los GR al 40% en 

plasma autólogo, suspendidos en 4,5 mL de la solución de PVP (Apéndice C-2) 

3.1.3 Cinética de agregación eritrocitaria 

La determinación de los parámetros de cinética de agregación eritrocitaria se realizó 

utilizando el Agregómetro eritrocitario de chip óptico (Toderi M et al., 2015, 2017; 

Ciunne M et al., 2017), cuyo diagrama se muestra en la Figura 3.4. Este instrumento, 

también desarrollado en el Grupo de Física Biomédica (antes llamado Óptica Aplicada a 
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la Biología) del IFIR (CONICET-UNR), se basa en la técnica de transmisión laser y 

utiliza sólo 15µL de sangre en la cavidad del chip. 

 

Figura 3.4: Esquema del Agregómetro eritrocitario de chip óptico, equipo utilizado 

para el estudio de la cinética de disociación y agregación de los GR. 

 

Con este dispositivo se obtienen curvas de la cinética de agregación eritrocitaria llamadas 

silectogramas que representan la intensidad de luz transmitida en función del tiempo 

durante el proceso de agregación (Figura 3.5).  

 

Figura 3.5: Silectograma y visualización de los parámetros de agregación para el caso 

de t=100s. 

A partir de estas curvas se calculan los siguientes parámetros de cinética de agregación 

eritrocitaria con un software especialmente diseñado para tal fin:  

● Amp: amplitud de la intensidad luminosa en un instante dado, indicando el grado 

de agregación de glóbulos rojos. 
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● t1/2 (tiempo mitad): tiempo necesario para alcanzar la mitad de la amplitud en la 

intensidad de la luz (Amp/2). Este parámetro está relacionado con la velocidad de 

agregación eritrocitaria 

● IA (índice de agregación): es la relación entre el área debajo del silectograma (A) 

y el área total (A+B) mostradas en la Figura 3.5, en un determinado período de 

tiempo, indicando la cantidad normalizada de los agregados de eritrocitos 

acumulados al final de la lectura. 

Para realizar este ensayo, se colocaron 15 µl de los GR (controles o tratados) al 40 % en 

plasma autólogo, en la cavidad del chip, y se registró la intensidad de luz láser durante 

400s (Apéndice C-3). 

3.1.4 Análisis digital de imágenes 

Se obtuvieron imágenes digitales de cada muestra mediante microscopía óptica 

convencional utilizando un microscopio óptico invertido (Union Optical) acoplado a una 

cámara digital (Mikoba 300 CMOS 3.0) con un adaptador de 52 mm (Figura 3.6). Se 

utilizó el software ISCapture para el procesamiento de las imágenes.  

 

 

Figura 3.6: Microscopio óptico invertido acoplado a cámara digital 

 

Para la obtención de las imágenes (Apéndice C-1), se colocó una gota de una suspensión 

de la muestra de GR en plasma autólogo al 0,3 % en un portaobjeto y se realizaron 5 

capturas de imágenes en distintos lugares del campo visual de cada muestra, tal como se 

describe en la bibliografía (Fontana A et al., 2012; Riquelme B et al., 2015). 
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Parámetros de agregación eritrocitaria 

Se realizó el análisis de la morfología de los agregados de eritrocitos tratados y controles 

a partir de las imágenes digitales. Se determinaron los siguientes parámetros de 

agregación eritrocitaria: 

Coeficiente de células aisladas (CCA) 

Se define como la diferencia entre los porcentajes de células individuales iniciales (GR 

del control) y finales (GR tratados) con relación al porcentaje de células individuales antes 

del tratamiento (Ponce de León P et al., 2016): 

 

𝐶𝐶𝐴 =
𝐶𝐴𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙−𝐶𝐴𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝐶𝐴𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙

               (2) 

 

Este coeficiente puede variar entre 0 y 1, siendo CCA= 0 cuando no hay diferencias en la 

agregación antes y después del tratamiento, y CCA= 1 cuando hay agregación completa 

después del tratamiento. Este coeficiente permite obtener una cuantificación de la 

agregación de la muestra tratada relativa al control. 

Recuento y clasificación de los agregados 

Se realizó un recuento de los agregados, los que fueron clasificados de acuerdo con las 

cuatro categorías siguientes (Fontana A, et al., 2012): 

 células individuales (C.I.) 

 agregados de 2, 3 o 4 células 

 agregados de 5 o más células 

 presencia de redes de agregados de gran tamaño (AMAS) 

Posteriormente se calculó el porcentaje correspondiente a cada categoría para cada 

suspensión eritrocitaria y, finalmente, estos porcentajes fueron promediados para las 

muestras estudiadas. 

Parámetros de forma de los agregados (ASP) 

Como se ha mencionado anteriormente el flujo en pequeños vasos es sensible al tamaño 

y forma de los agregados. Las estructuras agregadas influyen sobre la resistencia 

microvascular al flujo sanguíneo. Cuando el agregado es de tamaño comparable al 

diámetro del microvaso, se crea una complicación en la situación de flujo. Así, la 

morfología de los agregados define el papel de la agregación en la microcirculación (Chen 

S et al., 1996; Plá L et al., 1999). 
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El método utilizado en este trabajo ha sido estandarizado para estudiar la morfología de 

los agregados eritrocitarios, a través de la determinación del parámetro de forma de los 

mismos (ASP: Aggregate Shape Parameter). Este parámetro adimensional que caracteriza 

la morfología de los agregados está definido por la siguiente ecuación (Fontana, et al., 

2012): 

ASP = 4 A / P2               (3) 

donde A es el área proyectada del agregado y P es su perímetro. Este es un parámetro que 

mide la circularidad de la forma ya que un círculo tiene la máxima relación 

Área/Perímetro dando un ASP=1. En consecuencia, los valores de ASP varían entre 0 y 

1. Los agregados globulares presentan un ASP cercano a 1, mientras que los agregados 

con forma rectangular (rouleaux) tienen un ASP1. En la Figura 3.7 se representa 

esquemáticamente el eritrocito y los correspondientes valores de ASP cuando los 

agregados están en forma de pequeños rouleaux (0,64) o son globulares (0,80).  

 

               Círculo                Rouleaux             Agregado Globular 

 

 

       ASP = 1                   ASP = 0,64                   ASP = 0,80 

Figura 3.7: Representación esquemática del eritrocito y diferentes formas de agregados 

y los correspondientes valores de ASP. 

Morfología de los eritrocitos 

En las mismas imágenes obtenidas mediante microscopía de los eritrocitos tratados y 

controles se analizó la morfología eritrocitaria determinando la presencia de equinocitos 

en cada muestra, tal como se presenta en el ejemplo de la Figura 3.8. 
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Figura 3.8: Muestra en solución hipertónica con equinocitos. 

3.1.5 Parámetros bioquímicos y hematológicos 

Previo a los tratamientos y las determinaciones, se realizaron los respectivos análisis de 

laboratorio para verificar que las muestras de sangre de los dadores sanos se encontraban 

dentro de las condiciones de inclusión establecidas para la realización de esta tesis. Los 

parámetros determinados fueron los siguientes: 

Parámetros hematológicos 

 Glóbulos rojos 

 Hemoglobina 

 Hematocrito 

 Volumen corpuscular medio (VCM) 

 Hemoglobina corpuscular media (HCM) 

 Concentración de hemoglobina corpuscular media (CHCM) 

 Análisis de distribución eritrocitaria (RDW SD o RDW CD) 

 Glóbulos blancos (GB) 

 Plaquetas (PQT) 

 Volumen plaquetario medio (VPM) 

 Velocidad de Eritrosedimentación (1ª hora) (VE) 

Parámetros bioquímicos 

 Glucemia 

 Urea 

 Creatininemia 

 Transaminasa glutámico oxalacética (GOT) 
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 Transaminasa glutámico pirúvica (GPT) 

 Fosfatasa alcalina 

 Triglicéridos 

 Colesterol 

 Colesterol-HDL 

 Ionograma sérico (potasemia, natremia, cloremia) 

3.1.6 Análisis estadístico   

El estudio comparativo de los datos se realizó por medio de técnicas exploratorias de 

datos obtenidos de los grupos controles y de los grupos tratados in vitro, y con las distintas 

concentraciones de glucosa para el modelo de glicación in vitro y los fitoquímicos 

seleccionados, discriminando aquellos que presentan desvíos respecto de aquellos que no 

lo presentan. Se aplicaron técnicas estadísticas adecuadas a las variables consideradas, 

destacando la relación entre significancias estadísticas.  

Todas las mediciones con el Reómetro Eritrocitario se realizaron por quintuplicado y con 

el Agregómetro de chip óptico por triplicado para cada muestra. Se calcularon los valores 

medios y los correspondientes desvíos estándares utilizando el programa Excel.  

Para analizar las diferencias significativas entre los diferentes tratamientos, previamente 

se definió una variable categórica que etiquetara cada grupo de datos obtenidos con los 

tratamientos efectuados, así como los datos control sobre los cuales se hicieron las 

comparaciones. Luego se verificó la normalidad de los datos con el test de Shapiro-Wilk 

tomando como hipótesis nula “los datos tienen una distribución de probabilidad normal 

con desvío y esperanza matemática dadas”. Posteriormente se confeccionó un libro Excel 

con los datos seleccionados para efectuar la estadística paramétrica de hallar los valores 

de la media y varianza muestral. El análisis estadístico de los resultados se realizó 

aplicando test estadístico Anova y test Tukey para comparaciones múltiples para cada 

parámetro, con nivel de significancia del 95%, programa Prism 6, obteniendo los p-

valores contra control y para los grupos entre sí. Se asumió que las diferencias eran 

estadísticamente significativas para p < 0,05. 
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3.2 Resultados 

3.2.1 Glicación in vitro de los glóbulos rojos 

Análisis digital de imágenes  

En las imágenes obtenidas de las muestras incubadas se observan GR aislados y formando 

rouleaux al ser incubados con solución de PBS (Figura 3.9a) o bien formando agregados 

de distintos tamaños al tratarlos con las soluciones de glucosa de creciente concentración: 

incubados con Glucosa 0,2 mg/dL tienden a formarse los rouleaux de mayor tamaño 

(Figura 3.9b); con Glucosa 0,4 mg/dL los GR forman agregados globulares o clusters 

(Figura 3.9c); con glucosa 1 mg/dL se observa un agregado globular de gran tamaño 

(Figura 3.9d). 

 

                     

(a)                                                 (b) 

                     

    (c)                                                       (d) 

Figura 3.9: Imágenes de glóbulos rojos incubados: (a) en PBS; (b) con solución de 

glucosa 0,2 mg/dL; (c) con solución de glucosa 0,4 mg/dL; (d) con solución de glucosa 

1 mg/dL. Microscopio óptico invertido, objetivo 40x. 
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Viscoelasticidad eritrocitaria 

La Tabla 3.1 presenta los resultados de los parámetros estacionarios medidos por 

quintuplicado con el Reómetro Eritrocitario para las 10 muestras de GR incubados con 

diferentes soluciones de glucosa. En la Figura 3.10 se presentan las gráficas de los mismos 

parámetros indicando las diferencias significativas entre las distintas concentraciones de 

glucosa ensayadas (columnas) según el test Anova + Tukey. 

 

Tabla 3.1: Parámetros viscoelásticos estacionarios de los GR incubados con soluciones 

de glucosa a distintas concentraciones. Se presenta el valor medio  desvío estándar de 

10 muestras medidas por quintuplicado. 

Cc. 
glucosa 
[g/dL] 

ID 
 

[10-6 N/m] 
 

[10-7 N.s/m] 

0 0,6230,008 
 

5,220,8 
 

2,27  0,14 

0,1 0,680,03* 
 

5,760,03 
 

1.80  0.11* 

0,2 0,650,01 
 

6,370,21 
 

1.77  0.04* 

0,4 0,620,03 
 

5,080,01* 
 

2,10 ± 0,10* 

1 0,670,03 
 

6,630,4*** 
 

1.740.12** 

2 0,690,02** 
 

6,700,10*** 
 

1,88  0,17  

* p <0,05 **p<0,01 ***p<0,001 

En la Tabla 3.1 se observaron incrementos significativos del ID correspondiente a las 

muestras incubadas con las soluciones de glucosa 0,1 g/dL y 2 g/dL respecto del control 

(p<0,05 y p<0,01). Para los GR incubados con las concentraciones de glucosa 0,1 g/dL, 

0,4 g/dL y 2 g/dL se observan diferencias significativas entre sí (p<0,05), tal como se 

ilustra en la Figura 3.10a. En cambio, μ muestra una leve disminución significativa para 

la concentración de 0,4 g/dL (p< 0,05), y un significativo aumento para 1 g/dL y 2 g/dL 

(p< 0,001) respecto del control. En lo que respecta a las muestras incubadas con dichas 

concentraciones se observaron diferencias significativas de μ entre todas ellas (Figura 

3.10b).  
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(c) 

Figura 3.10: Gráfica de los parámetros viscoelásticos: (a) ID, (b)  y (c), de los GR 

para las distintas concentraciones de glucosa durante la incubación. Con i e ii se 

indican las diferencias significativas entre las columnas según el test Anova + Tukey. 
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Además, para η se observan disminuciones significativas para las concentraciones 0,2 

g/dL (p< 0,05) y 1 g//dL (p< 0,01) respecto del control. La muestra incubada con 0,4 g/dL 

presentó diferencias significativas de η con 0,2 g/dL y 1 g/dL (p<0,05) como se observa 

en la Figura 3.10c. 

 

Tabla 3.2: Desfasaje obtenido para los GR incubados con distintas concentraciones de 

glucosa. Valor medio  desvío estándar correspondiente a 10 muestras medidas por 

quintuplicado. 

Cc. 
glucosa 
[g/dL] 

δ0,5 Hz 

[rad] 
δ1 Hz 

[rad] 
δ1,5 Hz 

[rad] 

0 0,22 ± 0,01 0,28 ± 0,01 1,09 ± 0,01 

0,2 0,20 ± 0,04 0,36 ± 0,02* 1,07 ± 0,01 

0,4 0,25 ± 0,02* 0,37 ± 0,01** 1,15 ± 0,01** 

1 0,17 ± 0,01* 0,24 ± 0,01* 0,99 ± 0,01* 

2 0,15 ± 0,02* 0,28 ± 0,04 0,96 ± 0,02* 

*p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001 

La Tabla 3.2 muestra los resultados de δ para la viscoelasticidad dinámica (desfasaje entre 

la elongación del eritrocito y la tensión de corte oscilante) medidos por quintuplicado 

para cada muestra ensayada. Para la concentración de 0,4 g/dL se observa un aumento 

significativo de δ respecto del control (p< 0,05) para las tres frecuencias ensayadas. En 

cambio, se observa una disminución significativa de δ para las más altas concentraciones 

de glucosa en el medio (1 y 2 g/dL). 

Cinética de agregación eritrocitaria  

En la Tabla 3.3 se muestran los resultados de los parámetros de cinética de agregación t1/2 

y IA obtenidos con el agregómetro eritrocitario de chip óptico para diferentes 

concentraciones de glucosa. 
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Tabla 3.3.: Parámetros de cinética de agregación de los GR incubados con distintas 

concentraciones de glucosa. Valor medio ± desvío standard para 10 muestras medidas 

por triplicado. 

Cc. glucosa  
[g/dL] 

t½  
[s] 

IA 

0 130  10 0,63  0,02 

0,1 129 10 0,75  0,02* 

0,2 13310 0,74  0,02* 

0,4 108 10** 0,80  0,02** 

1 326 10** 0,86  0,02** 

2 343 10** 0,85  0,02** 

* p <0,05; **p<0,01  

En la Tabla 3.3 se observa que el tiempo mitad de agregación no varía significativamente 

para las concentraciones de glucosa menores que 0,4 g/dL y aumenta significativamente 

para las concentraciones mayores (p<0,01). El IA aumenta significativamente al 

incrementarse la concentración de glucosa del medio respecto de la muestra control 

(p<0,05). 

Niveles de glucosa en el medio de suspensión durante la incubación 

Se realizó la evaluación de la variación en el tiempo de la concentración de glucosa en el 

medio durante la incubación de los GR lavados con PBS en soluciones de glucosa a 37°C 

de acuerdo al protocolo en el Apéndice B-4. 

Los datos fueron registrados desde el instante inicial t=0, realizándose la medición de la 

concentración de glucosa en cada muestra mediante el método de hemoglucotest con 

dispositivo marca Accu-Chek® (Apéndice B-3). Este procedimiento se repitió cada 30 

minutos (0,5h; 1h; 1,5h; 2h; 2,5h; 3h; 3,5h; 4h). Los resultados de las mediciones en 

función del tiempo se presentan en la Tabla 3.4.  



51 
 

Tabla 3.4: Lectura de glucosa en el medio en función del tiempo durante la incubación 

de los GR. 

Tiempo 
[min.] 

SE 

Cc. glucosa 
[mg/dL] 

0  0,2 0,4 0,8 1 

0 67±1 33±1 73±1 200±2 362±3 408±4 

30 48±1 17±1 72±1 188±2 350±3 408±4 

60 36±1 ND 62±1 180±2 335±3 395±4 

90 27±1 ND 53±1 164±2 306±3 376±3 

120 16±1 ND 49±1 155±2 300±3 368±3 

150 ND ND 41±1 144±1 293±3 360±3 

180 ND ND 42±1 170±1 333±3 419±4 

210 ND ND 41±1 161±2 328±3 408±4 

240 ND ND 31±1 153±2 332±3 392±4 

ND: No determinado 

Con los valores de esta tabla se realizó la gráfica de la Figura 3.11, donde se representó 

con una línea horizontal el valor de glucosa máximo normal (120 mg/dL). 

Particularmente, las bajas concentraciones de glucosa (en el rango entre 73 - 100 mg/dL) 

representan los valores normales de glucemia en el ser humano (Greca et al., 2016). 
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Figura 3.11: Concentración de glucosa en función del tiempo de incubación. La línea 

horizontal representa el valor de glucosa máximo normal (120 mg/dL). 

 

En la Figura 3.11 se observa que para todas las muestras de GR en proceso de glicación, 

la concentración de glucosa en el medio disminuye en función del tiempo de incubación. 

En particular, para la incubación de GR con solución de glucosa 0,4 g/dL se observa que 

dicha disminución se mantiene sobre el nivel de los 140 mg/dL durante las cuatro horas 

de incubación (Tabla 3.4), lo cual representaría el estado de hiperglicemia en pacientes 

diabéticos. 

En la Figura 3.12 se presenta un gráfico de barras correspondiente a la diferencia entre 

los valores de glucosa en el instante inicial (t=0) y los correspondientes a los otros tiempos 

de incubación para cada concentración (Tabla 3.4). Se observa que en los primeros 90 

minutos de incubación, la glucosa en el medio se redujo alrededor de 40 mg/dL en los 

ensayos realizados. Esta reducción se incrementó en todos los ensayos con el transcurso 

del tiempo de incubación. Este valor correspondería a la cantidad de glucosa utilizada por 

los glóbulos rojos en su metabolismo más la cantidad de glucosa ligada a su superficie. 

Para los tiempos de incubación superiores a las 4 h, el comportamiento fue irregular 

(resultados no mostrados), por lo cual se eligió el tiempo máximo de incubación de 3 h 

para el protocolo de la modelización in vitro. 
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Figura 3.12: Gráfico de barras mostrando las diferencias entre los valores de glucosa 

en el medio en el instante inicial (t=0) y los correspondientes a los otros tiempos de 

incubación para cada concentración de glucosa (Tabla 3.4). 

 

Condiciones óptimas para el proceso de glicación in vitro de GR 

Teniendo en cuenta la variación en los resultados de los parámetros viscoelásticos en 

régimen estacionario y dinámico, los parámetros de agregación eritrocitaria y las 

imágenes digitales obtenidas con diferentes concentraciones de glucosa, se observa que 

la concentración de glucosa de 0,4 g/dL es óptima para la obtención de lo GRg y la 

posterior incubación con los fitoterápicos seleccionados en un tiempo máximo de 3 

horas. A partir de dicha concentración y en el tiempo de trabajo establecido se encuentran 

cambios significativos en los parámetros estudiados, los cuales podrían ser modificados 

por acción de los fitoterápicos. Igualmente, en función de la bibliografía consultada, se 

realizan estudios a diferentes concentraciones de glucosa con el fitoterápico trigonelina. 

3.2.2 Trigonelina 

Evaluación de la hemocompatibilidad de trigonelina para la optimización de la 

incubación 

A fin de evaluar la acción de T sobre la morfología eritrocitaria, los GR se incubaron con 

soluciones de T a concentraciones desde 5 µg/mL hasta 2 mg/mL. Una vez cumplido el 
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tiempo de incubación de 3 horas (2 horas de incubación con la solución de glucosa más 

1 hora de incubación con las soluciones de T), los GR fueron lavados y resuspendidos al 

0,3 % en plasma autólogo (Apéndice C-1).  

Las muestras obtenidas fueron observadas utilizando un microscopio óptico invertido 

acoplado a una cámara digital, obteniendo imágenes por quintuplicado. En la Figura 3.13 

se muestra un ejemplo de las imágenes obtenidas para cada muestra. 

 

       
(a) Control  GR                                (b) T 5 µg/mL 

 

      
(c) T 20 µg/mL                             (d) T 2 mg/mL 

Figura 3.13: Ejemplo de las imágenes obtenidas para la evaluación de las alteraciones 

en la morfología eritrocitaria por la actividad de T a algunas de las concentraciones 

ensayadas. Microscopio Óptico 40x. 

 

Al incubar los GR con concentraciones crecientes de T se observa la presencia de 

rouleaux de mayor tamaño (Figura 3.13 b) que las observadas en el control. A mayores 

concentraciones de T, los agregados se agrupan tomando formas globulares como se 

muestra en la Figura 3.13 c. Para la concentración de 2 mg/mL (Figura 3.13d) se observa 

la presencia de GR espiculados (equinocitos).  

Mediante el análisis digital de las imágenes se calcularon los porcentajes de células 

equinocitadas en cada una, resultando ser: de (40 ± 2) % para las concentraciones de T 
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de 0,5 mg/mL y 2 mg/mL, siendo despreciable (inferior al 2%) para la concentración de 

0,25 mg/mL. Para la concentración de 1 mg/mL no se observó la presencia de agregados 

eritrocitarios, lo cual sugiere que a esta concentración se inhibiría la agregación, siendo 

necesario estudios específicos para confirmarlo.  

Evaluación de la actividad de trigonelina en los glóbulos rojos glicados  

Teniendo en cuenta los resultados de hemocompatibilidad se decidió utilizar una solución 

de trigonelina en PBS de concentración menor o igual a 1 mg/mL, ya que para 

concentraciones mayores se observó una cantidad significativa de GR equinocitados. Las 

soluciones para la incubación de GRg con el fitoquímico se prepararon según el Apéndice 

A-4 y el Apéndice B-5. La glicación de GR se realizó con la solución de glucosa de 

concentración 0,4 g/dL (GRg0,4) y con la concentración 1 g/dL (GRg1).  

 

        

(a)                                                         (b) 

Figura 3.14: Ejemplo de las imágenes obtenidas para los GRg0,4 (a) y GRg0,4+T1(b) 

Microscopio Óptico con objetivo 40x correspondientes a 6 muestras por quintuplicado. 

 

En la Figura 3.14 se presenta un ejemplo de las imágenes obtenidas por quintuplicado 

para los GRg0,4 (Figura 3.15a) y los mismos tratados con la solución de T a la 

concentración 1mg/mL (GRg0,4+T1). En la Figura 3.14b se observa una disminución del 

tamaño de los agregados eritrocitarios con el consecuente aumento del número de células 

aisladas.  
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Análisis digital de imágenes 

A partir de las imágenes obtenidas se calcularon el CCA y el ASP utilizando el Programa 

Image J. En las imágenes de la Figura 3.15 se observa que los agregados globulares se 

incrementan con la concentración de glucosa en el medio, y decrecen con el agregado de 

T0,25 y T1, presentando un gran número de células aisladas y rouleaux. 

 

         

 (a) Control GR                   (b) GRg0,4                        (c) GRg0,4+T0,25  

         

(d) GRg0,4+T 1                         (e)  GRg1                            (f) GRg1+T 1   

Figura 3.15: Ejemplo de las imágenes de GR glicados con soluciones de glucosa 0,4 y 1 

g/dL, y tratados con soluciones de trigonelina 0,25 y 1mg/mL. Imágenes obtenidas en 6 

muestras por quintuplicado con Microscopio Óptico y objetivo 40x. 

 

La Tabla 3.5 muestra que el ASP y el CCA se incrementan con el aumento de la 

concentración de glucosa, observándose la formación de agregados globulares. Estos 

parámetros tienden a los valores del control con el agregado de la solución de trigonelina. 
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Tabla 3.5: Parámetros ASP y CCA obtenidos por análisis digital de imágenes. Valor 

medio ± desvío standard obtenido para 6 muestras medidas por quintuplicado. 

Muestra ASP CCA 

Control 0,64  0,06 0 

GR+T0,25 0,68  0,03 0,06  0,03*  

GR+T1 0,69  0,04    0,08  0,06* 

G0,4 0,80  0,07* 0,75  0,06* 

G1 0,89  0,09* 0,67  0,09* 

G0,4+T0,25 0,75  0,06 0,53  0,08*^ 

G0,4+T1 0,61  0,06^ 0,16  0,01*^ 

G1+T0,25 0,78  0,07* 0,53  0,03*º 

G1+T1 0,75  0,07 0,56  0,02* 

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01 con respecto a GR 

^p-valor < 0,05; con respecto a GRg0,4 

ºp-valor < 0,05; con respecto a GRg1 

 

La Figura 3.16 muestra un gráfico de cajas donde se observa el aumento del % CA en las 

muestras de GRg0,4, que aumenta con el agregado de T0,25, siendo la diferencia mayor 

con T1 acercándose al valor control (p<0.01). 

 

 

Figura 3.16: Gráfico de cajas del Porcentaje de células aisladas para las muestras 

GRg0,4 y GRg1, tratadas con T0,25 y T1. Las muestras fueron medidas por 

quintuplicado, p< 0,01. 
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Viscoelasticidad eritrocitaria 

La Tabla 3.6 muestra los valores medios ± los desvíos estándares con los correspondientes 

valor p de los parámetros viscoelásticos estacionarios de los GR y GRg0,4 tratados con 

T0,25 y T1 obtenidos con el Reómetro Eritrocitario. 

 

Tabla 3.6: Parámetros viscoelásticos estacionarios de los GR y GRg0,4 tratados con T. 

Valor medio ± desvío standard correspondiente a 10 muestras obtenidas por 

quintuplicado. 

Muestras ID 
μ  

[10-6 N/m] 
η  

[10-7 N.s/m] 

GR 0,62 ± 0,01 5,22  0,08 2,27 ± 0,04 

GR+T0,25 0,64  0,01* 4,89  0,09* 2,09  0,9* 

GR+T1 0,62  0,04 7,86  0,06*** 2,31  0,46 

GRg0,4 0,62 ± 0,03 5,08  0,01* 2,10 ± 0,10* 

GRg0,4+T0,25 0,69  0,04* 6,7  0,4*^^ 2,2  0,4 

GRg0,4+T1 0,60  0,02 5,18  0,04^ 2,9  0,1*^^ 

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; ***p-valor < 0,001con respecto a GR 

^p-valor < 0,05; ^^p-valor < 0,01 

 

Al incubar los GR lavados con las soluciones de T se observan cambios significativos 

con T0,25 en los tres parámetros viscoelásticos: ID, μ y η respecto del control. El módulo 

elástico μ aumenta significativamente en la muestra GR+T1, indicando la posible 

actividad de T sobre la membrana eritrocitaria. Las muestras de GRg0,4 muestran 

disminución de μ y η respecto del control (GR), y al analizar la actividad de T sobre estas 

muestras glicadas se observa un aumento en estos parámetros con T0,25 y T1 respecto 

de GRg0,4. Con T1 μ tiende a su valor normal (GR), mientras que se observa un aumento 

significativo para η. También se observan diferencias significativas en los parámetros μ 

y η entre ambas muestras, GRg0,4+T0,25 y GRg0,4+T1, lo cual sugeriría una diferencia 

en la actividad de T al aumentar su concentración sobre los GRg0,4.  
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La Tabla 3.7 muestra el desfasaje entre la tensión de corte y la respuesta de los GR y de 

los GRg0,4 tratados con Trigonelina para tensiones de corte oscilantes con frecuencias 

0,5; 1 y 1,5 Hz. Se observan aumentos significativas en δ en las muestras de GRg0,4 

respecto del control para las tres frecuencias. Ante el agregado de T a las muestras 

glicadas se ve una disminución significativa en δ1 Hz y δ1,5 Hz, que tiende a los valores 

normales, dado que no muestran variaciones significativas. 

 

Tabla 3.7: Desfasaje para los GRg0,4 incubados con T 1 mg/mL. Valor medio ± desvío 

standard correspondiente a 10 muestras medidas por quintuplicado. 

Muestra δ0,5 Hz 

[rad] 
δ1 Hz 

[rad] 
δ1,5 Hz 

[rad] 

GR 0,22 ± 0,01 0,28 ± 0,01 1,12 ± 0,01 

GR+T1 0,32 ± 0,01* 0,25 ± 0,05 0,98 ± 0,03* 

GRg0,4 0,25 ± 0,02* 0,37 ± 0,01* 1,15 ± 0,01* 

GRg0,4+T1 0,18 ± 0,02^ 0,20 ± 0,06^ 0,98 ± 0,07*^ 

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; respecto a GR 

^p-valor < 0,05; ^^p-valor < 0,01; respecto a GRg0,4 

 

Cinética de Agregación eritrocitaria 

En la Tabla 3.8 se muestran los valores obtenidos de los parámetros de cinética de 

agregación eritrocitaria obtenidos con el agregómetro de chip óptico. 
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Tabla 3.8: Parámetros de cinética de agregación eritrocitaria. Valor medio ± desvío 

standard correspondiente a 10 muestras obtenidas por triplicado. 

Muestra Amp1/2 t1/2 
[s] 

AI 

GR 59 ± 10 130 ± 10 0,63 ± 0,02 

GRg1 78 ± 10* 117 ± 10 0,87 ± 0,02* 

GRg1+T0,25 69 ± 10 128 ± 10 0,66 ± 0,03º 

GRg1+T1 68 ± 10 152 ± 10**ºº 0,62 ± 0,02º 

GRg0,4 76 ± 10* 108 ± 10 0,80 ± 0,01* 

GRg0,4+T1 64 ± 10 146 ± 10^^ 0,65 ± 0,02^ 

GRg0,4+T0,25 66 ± 10 143 ± 10^^ 0,69 ± 0,02^ 

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; respecto a GR 

^p-valor < 0,05; ^^p-valor < 0,01; respecto a GRg0,4 

ºp-valor < 0,05; ººp-valor < 0,01; respecto a GRg1 
 

En la Tabla 3.8 se observa un aumento significativo (p<0,01) de la Amp1/2 para los 

GRg0,4 y GRg1 respecto del control GR y el consecuente aumento en IA. Para las 

muestras glicadas no se observan diferencias significativas en t1/2. Sí se observa un 

aumento significativo en t1/2 al tratar las muestras glicadas GRg0,4 con T1 y con T0,25, 

y GRg1 con T1 superando el valor del control GR.  

3.2.3 Quercetina 

Se prepararon soluciones de quercetina (Q) adquirida de Laboratorio Sigma Aldrich, en 

PBS (solución buffer fosfato, pH 7 y osmolaridad 300 mOsm/L) a las concentraciones 

0,1M; 1,0M; 10M y 100M, las cuales fueron elegidas de acuerdo a la información 

recopilada de la búsqueda bibliográfica (Thangasamy T. et al., 2009). 

Realizados los ensayos de optimización, el tiempo total de incubación establecido fue de 

un máximo de 3 horas con agitación controlada a temperatura de 36,5º C, teniendo en 

cuenta las características lábiles de los flavonoides y su solubilidad en agua (Abraham H 

et al., 2014; Gonçalves V et al., 2015; Lévai G et al., 2015) (Apéndice A-5). 
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Análisis digital de imágenes 

Las imágenes obtenidas por quintuplicado mediante Microscopía Óptica de 10 muestras 

demuestran cualitativamente la actividad de Q sobre GR (Figura 3.17): 

 

      
(a) Control GR                    (b) GR+Q0,1                          (c) GR+Q1  

             

      (d ) GR+Q10                           (e) GR+Q100 

Figura 3.17: Ejemplo de las imágenes obtenidas por Microscopía Óptica de los GR 

tratados con quercetina: (a) Control, (b) 0,1M; (c) 1,0M; (d) 10 M y (e) 100 M 

40X. 

 

En las imágenes obtenidas (Fig. 3.17) observamos que al aumentar la concentración de Q 

se favorece la formación de agregados globulares, aumentando su tamaño y perdiendo la 

forma de rouleaux.  

Para minimizar los errores del análisis digital de imágenes, evitar la necesidad de un 

operador experto, disminuir el tiempo que implica el análisis de cada muestra y eliminar 

la subjetividad de los resultados se desarrolló e implementó un nuevo método de análisis. 

Para ello, inicialmente se realizó una revisión del protocolo para la obtención del CCA 

mediante el Análisis Digital de Imágenes, aplicando el programa Image J versión 2.9.0 

(2020). En la Figura 3.18 se muestran las imágenes obtenidas en el proceso para el conteo 

de células aisladas. 
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Figura 3.18: Ejemplo de las imágenes obtenidas mediante el programa Image J. 

 

En esta sección se presentan los resultados a través del perfeccionamiento y optimización 

de la técnica de Análisis Digital de Imágenes, utilizando un software que brinda 

resultados más precisos, independientes de la subjetividad del operador, y en mucho 

menor tiempo de cálculo que el empleado en la técnica utilizada anteriormente.  

Para ello se desarrolló una GUI (Graphic User Interface) en Python para sistematizar el 

análisis de imágenes digitales tomadas con una cámara acoplada a un microscopio 

invertido y objetivo 40x. El programa desarrollado permite aplicarles un balance de 

blancos para mejorar el contraste células-fondo y realizar el conteo de las células totales 

(incluidas aquellas que no se encuentran aisladas, sino formando rouleaux). Además, se 

diseñó una interfaz on-click para facilitar el manejo del programa a operarios no 

familiarizados con recursos informáticos. Los criterios de usabilidad de la GUI basada en 

la librería TkInter están dirigidos a usuarios no expertos. Los algoritmos de 

procesamiento de imágenes están contenidos en la biblioteca OpenCV2, que utiliza las 

redes neuronales previamente entrenadas por la empresa INTEL (https://opencv.org/). 

Se utilizaron las imágenes correspondientes a glóbulos rojos de donantes sanos que fueron 

tratados con el fitoquímico quercetina. En la Figura 3.19 se muestra un ejemplo de una 

de las imágenes originales obtenidas para los GR incubados con quercetina. 
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Figura 3.19 Imagen original de GR incubados con la solución de quercetina 100 µM, 

obtenida con una cámara acoplada a un microscopio invertido y objetivo 40x. 

 
La interfaz desarrollada permite utilizar imágenes digitalizadas de forma práctica e 

incluso remota. En la Figura 3.20 se muestra la misma imagen ecualizada por el  programa 

usando la biblioteca “Python Imaging Library” (https://python-pillow.org/).  

 

 
 

Figura 3.20: Imagen ecualizada por el programa usando la biblioteca “Python 
Imaging Library” (https://python-pillow.org/). 

 

En la Fig. 3 se puede observar la imagen post conteo donde cada glóbulo rojo incluido en 

el conteo es indicado por el programa con su circunferencia teñida de azul.. 
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Figura 3.21: Imagen post conteo. Cada glóbulo rojo incluido en el conteo es indicado 

por el programa con su circunferencia teñida de azul. 

La interfaz da el conteo y las relaciones del total de células con las células aisladas a 

través de un histograma, incluyendo las agrupadas en rouleaux o clusters. En la Figura 

3.22 se presenta la visualización del resultado del conteo informado por el programa, el 

cual puede guardarse como un documento.  

 

 

Figura 3.22. El resultado del conteo se informa en el programa y puede guardarse 

como un documento.  

 

En la Figura 3.23 se observa a través del histograma emitido, el número y frecuencia de 

agregados eritrocitarios según la cantidad de células que los componen (Tamaño de 

rouleaux), en relación con las células aisladas.  

El código desarrollado optimiza las imágenes en el caso de los clusters empleando un 

balance de blancos. El proceso asegura que el contraste entre la célula y el fondo sea tal 

que garantice una interpretación significativa del fenómeno de la agregación de 

eritrocitos. 
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Figura 3.23. Histograma obtenido con la relación de CA y distintos grupos de 

agregados eritrocitarios  

 

Con los valores obtenidos se calcula el coeficiente de células aisladas CCA (Ecuación 2). 

En la Tabla 3.9 se presenta un ejemplo de los parámetros de agregación eritrocitaria 

(porcentaje de células aisladas CA y coeficiente de células aisladas CCA) obtenidos a partir 

de las imágenes de las muestras de glóbulos rojos tratados con quercetina.  

 

Tabla 3.9. Porcentaje de células aisladas y CCA obtenidos de las muestras de glóbulos 

rojos control y tratados con distintas concentraciones de quercetina. Valor medio ± 

desvío standard correspondientes a 10 muestras. 

Muestra CA CCA 

GR 82,3 1,3   0 

Q0,1 72,5  3,6*** 0,120  0,006 

Q1 56,4  2,8*** 0,31  0,02* 

Q10 55,6  2,8*** 0,33  0,02* 

Q100 37,6  1,9*** 0,54  0,03* 

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; ***p-valor < 0,001 

 

En la Tabla 3.9, la disminución del CA y el aumento de CCA muestran que a mayores 

concentraciones de quercetina se forman agregados de mayor tamaño, es decir 
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conformados por una mayor cantidad de células. Además no existen diferencias 

significativas entre las soluciones Q1 y Q100. En base a estos resultados teniendo en 

cuenta las utilizadas en diversos estudios de investigación ya mencionados, y su 

solubilidad en agua (a concentraciones superiores a 100 µM es poco soluble en agua), se 

eligen las concentraciones de quercetina 10 y 100 M (Q10 y Q100) para realizar las 

pruebas hemorreológicas según el modelo de hiperglicemia in vitro. Las muestras de GR 

glicados se incubaron con las soluciones de Q en las distintas concentraciones (Apéndice 

B-6) para realizar el análisis digital de imágenes y las mediciones con Agregómetro de 

chip óptico y Reómetro eritrocitario. 

En la Tabla 3.10 se muestran los resultados de CA y CCA obtenidos por análisis digital de 

imágenes, donde se observa una disminución significativa de CA en todas las muestras 

tratadas (GR+Q10, GR+Q100, GRg, GRg+Q10 y GRg+Q100) respecto al control GR. 

Luego, CA aumenta significativamente en GRg+Q10 y GRg+Q100, tendiendo a los 

valores del control, evidenciándose el efecto antiagregante de Q sobre los glóbulos rojos 

glicados. 

Tabla 3.10. Porcentaje de células aisladas y CCA obtenidos de las muestras GR y GRg y 

tratados con distintas concentraciones de quercetina. Valor medio ± desvío standard 

correspondientes a 10 muestras. 

Muestra CA CCA 

GR 82,3  1,1 0 

Q10 55,6  2,8* 0,33  0,02* 

Q100 37,7  1,9* 0,54  0,03* 

GRg0,4 20,6  1,3* 0,75  0,06** 

GRg+Q10 46,1  2,1*^ 0,44  0,03* 

GRg+Q100 68,5  1,5*^  0,17  0,03**^ 

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01 con respecto a GR 

^p-valor < 0,05; con respecto a GRg0,4 

 

En la Figura 3.24 se muestra una imagen de ejemplo de las muestras de GR y GRg 

incubados con Q10 y Q100 y los controles respectivos (GR y GRg0,4). 
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(a) GR 

 

    
(b) GR+Q10                          (c) GR+Q100 

 

 
(d) GRg0,4 

 

   
(e) GRg0,4+Q10                   (f) GRg0,4+Q100 

 
Figura 3.24: Ejemplo de las imágenes obtenidas por microscopía óptica de los GRg0,4 

tratados con las concentraciones de quercetina 10 M y 100 µM. 
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Viscoelasticidad eritrocitaria 

En la Tabla 3.11 se presentan los resultados de los parámetros viscoelásticos de GR y 

GRg0,4 tratados con quercetina 10 M y 100 µM (Q10 y Q100), con sus valores medios 

± los desvíos estándares y los correspondientes valores p. 

 

Tabla 3.11: Parámetros viscoelásticos de GR y GRg0,4 tratados con Quercetina. Valor 

medio ± desvío standard correspondiente a 10 muestras medidas por quintuplicado. 

Muestras ID  
[10-6 N/m] 

m 
[10-7 N.s/m] 

GR 0,62 ± 0,01 5,22  0,08 2,27 ± 0,04 

GR+Q10 0,61 ± 0,01 5,08 ± 0,08 2,45 ± 0,21 

GR+Q100 0,62 ± 0,01 5,07 ± 0,09 2,30 ± 0,10 

GRg0,4 0,62 ± 0,03 5,08  0,01* 2,10 ± 0,03* 

GRg0,4+Q10 0,63 ± 0,01 5,09 ± 0,04* 2,20 ± 0,01^^ 

GRg0,4+Q100 0,61 ± 0,01 5,05 ± 0,01*^ 2,35 ± 0,03^^ 

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; respecto a GR 

^p-valor < 0,05; ^^p-valor < 0,01; respecto a GRg0,4 

 

En la Tabla 3.11 no se observan diferencias significativas en los parámetros ID; con 

respecto a µ todas las muestras presentan una disminución significativa respecto al control 

GR a excepción de la muestra GRg+Q10 y GRg+Q100. Solo GRg+Q100 presenta una 

pequeña disminución con respecto al control glicado (p<0,05). Se observan diferencias 

significativas en η solamente en GRg0,4 respecto al control GR. Las muestras GR 

tratadas con Q10 y Q100 no muestran diferencias significativas con el control, lo que 

demuestra la hemocompatibilidad del fitoterápico a ambas concentraciones. Sin embargo 

al tratar las muestras GRg0,4 con Q10 y Q100, se observan diferencias significativas con 

el control glicado. Los valores de los parámetros de GRg0,4+Q10 y GRg0,4+Q100 se 

acercan a los del control GR, lo cual sugiere que la actividad de Q podría revertir las 

alteraciones en los eritrocitos debida a la glicación. 

A partir de las curvas obtenidas en régimen oscilatorio se determinó el desfasaje  entre 

la respuesta de los eritrocitos y la tensión de corte aplicada. El δ1.5 Hz mostró un aumento 
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significativo para las muestras GR+Q100, GRg0,4 y GRg+Q100 respecto del control. 

Para las frecuencias de 0,5 y 1 Hz no se observaron cambios significativos respecto al 

control, excepto la muestra GRg+Q100 a 0,05 Hz. En el caso de la frecuencia de 1 Hz no 

se observaron diferencias significativas respecto de los controles en ninguna de las 

muestras. Este parámetro permite calcular las componentes de la viscoelasticidad 

dinámica de los eritrocitos (G’) para las tres frecuencias, el cual representa el módulo de 

almacenamiento. G´ muestra un aumento significativo en GRg+Q100 respecto del 

control GR para 0,5 y 1,5 Hz (Tabla 3.12). 

 

Tabla 3.12: Parámetros de viscoelasticidad dinámica de GR y GRg0,4 tratados con 

Q10 y Q100. Valor medio ± desvío standard correspondiente a 10 muestras medidas 

por quintuplicado.  

MUESTRA 
G’

0.5 Hz
 

[10-6 N/m] 

G’
1.0 Hz

 

[10-6 N/m] 

G’
1.5 Hz

 

[10-6 N/m] 

GR 4,8 ± 0,1 4,38 ± 0,06 1,28 ± 0,4 

GR+Q10 4,8 ± 0,2 4,42 ± 0,15 1,20 ± 0,30 

GR+Q100 4,81 ± 0,05 4,34 ± 0,08 1,42 ± 0,02* 

GRg0,4 4,8 ± 0,1 4,38 ± 0,05 1,39 ± 0,04* 

GRg+Q10 4,8 ± 0,1 4,45 ± 0,10 1,33 ± 0,02 

GRg+Q100 5,03 ± 0,01**^ 4,33 ± 0,08 1,58 ± 0,02** 

* p < 0.05; ** p < 0.01 respecto a GR; ^p-valor < 0,05 respecto a GRg0,4 

 

En la Tabla 3.13 se observan los cambios más relevantes para las muestras tratadas a la 

frecuencia de 0,5 Hz (situación que puede ser evidenciada en pacientes con pulsación 

menor a 80 p/min), en las que se aprecia una disminución significativa de la Pérdida 

Dinámica para GRgQ100 y se ve aumentada para la frecuencia de 1 Hz (situación 

evidenciada en pacientes con pulsación normal) 
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Tabla 3.13: Parámetros pérdida dinámica de GR y GRg0,4 tratados con quercetina. 

Valor medio ± desvío standard correspondiente a 10 muestras. 

MUESTRA G”
0.5 Hz

 

[10-6 N/m] 

G”
1.0 Hz

 

[10-6 N/m] 

G”
1.5 Hz

 

[10-6 N/m] 

GR 1,38 ± 0,03 2,47 ± 0,04 4,85 ± 0,05 

GR+Q10 2,31 ± 0,09 2,36 ± 0,08 4,86 ± 0,08 

GR+Q100 1,47 ± 0,20 2,53 ± 0,04 4,82 ± 0,07 

GRg0,4 1,20 ± 0,05* 2,46 ± 0,09 4,82 ± 0,10 

GRg0,4+Q10 1,60 ± 0,03**^ 2,43 ± 0,08 4,90 ± 0,06 

GRg0,4+Q100 0,79 ± 0,05**^ 2,65 ± 0,09** 4,82 ± 0,06 

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; respecto a GR 
^p-valor < 0,05; ^^p-valor < 0,01; respecto a GRg0,4 

Cinética de agregación eritrocitaria 

En la Tabla 3.14 se muestran los resultados obtenidos de los parámetros tiempo mitad 

(t1/2), Amplitud (Amp) e Índice de Agregación (IA) en las muestras GR y GRg, y tratadas 

con Q10 y Q100 con Agregómetro de Chip Óptico en 400 segundos.  

Tabla 3.14: Parámetros de cinética de agregación eritrocitaria. Valor medio ± desvío 

standard correspondiente a 10 muestras por triplicado. 

Muestra Amp1/2 t1/2  

[s] 
IA 

GR 59 ± 10 130 ± 10 0,63 ± 0,02 

GR+Q10 96 ± 5* 79 ± 5** 0,88 ± 0,01* 

GR+Q100 87 ± 5* 62 ± 5** 0,86 ± 0,02* 

GRg0,4^ 76 ± 10* 108 ± 10* 0,80 ± 0,01* 

GRg0,4+Q10 69 ± 5 118 ± 5** 0,67 ± 0,01*^^ 

GRg0,4+Q100 58 ± 5^ 127 ± 5^ 0,75 ± 0,02**^ 

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; respecto a GR 
^p-valor < 0,05; ^^p-valor < 0,01; respecto a GRg0,4 
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En la Tabla 3.14 se observa que al tratar los GR con Q10 y Q100 el t1/2 de agregación 

disminuye, Amp e IA aumentan, lo cual demuestra aumento en la formación y cantidad 

de agregados eritrocitarios con el consecuente aumento de Amp y el IA. Al tratar las 

muestras glicadas con Q10 y Q100 t1/2 de Agregación, Amp e IA tienden a sus valores 

normales (GR) aunque siguen siendo diferencias significativas. 

3.2.4 β-sitosterol 

Estudios preliminares con el fitoterápico β-sitosterol 

Primeramente, se realizó la búsqueda bibliográfica para confeccionar un protocolo 

adecuado para la elaboración de la solución con el compuesto β-sitosterol (BS) y sus 

características generales: peso molecular, solubilidad, y concentraciones utilizadas en 

otros ensayos de investigación (Martínez Aguilar Y et al, 2011, Haiyuan Y et al., 2019;   

Sharma P et al., 2019; Feng S et al., 2018; Iweala E. et al., 2024; Weeratanakorn M et al., 

2024). En general se utilizan concentraciones del compuesto desde 0,5 hasta 80 µM y aún 

mayores. Además, emplean de preferencia el compuesto isopropanol como disolvente, el 

cual es utilizado en Farmacia para la preparación de soluciones antisépticas y detergentes, 

por lo cual no sería de utilidad para utilizar con muestras de GR.  

Luego, se realizaron los siguientes estudios preliminares: 

 Prueba de Solubilidad en PBS y alcohol bencílico (disolvente utilizado para la 

reconstitución de medicamentos para vía endovenosa en la Clínica Médica).  

 Incubación de glóbulos rojos GR y GRg0,4 con las soluciones de BS. 

Soluciones de BS utilizadas en los ensayos preliminares 

Se prepararon dos tipos de soluciones de β- Sitosterol (Sigma Aldrich, de 95 % pureza) 

con distinto disolvente tal como se describe en el Apéndice A-6: 

 Solución BSPBS: β-sitosterol en PBS a 40 M. 

 Solución BSSO: β-sitosterol en solvente orgánico (SO) a 40 M. Este disolvente 

consistió en alcohol bencílico en aguaii utilizando la presentación comercial de 71 

mg/agua, en ampollas de 8 mL. 

La concentración de BS de 40 µM utilizada previamente para la incubación con los 

GR fue seleccionada teniendo en cuenta la bibliografía revisada (Martínez Aguilar Y 

et al, 2011, Haiyuan Y et al., 2019;   Sharma P et al., 2019; Feng S et al., 2018; Iweala 

                                                 
ii El alcohol bencílico en agua se utiliza en Clínica Médica como disolvente de fármacos de uso parenteral, 
como por ejemplo la Metilprednisolona, un corticoide presentado en la forma farmacéutica de ampollas. 
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E. et al., 2024; Weeratanakorn M et al., 2024).).Se utilizó la solución de glucosa de 

0,4 g/dL para la incubación con los GR lavados descripta en el Apéndice B-7 

obteniendo los GRg0,4. 

Análisis digital de imágenes 

Una vez incubados los GR y GRg0,4 con las distintas soluciones, se procedió a preparar 

las muestras para la obtención de las imágenes microscópicas para su análisis y 

determinación de los parámetros de agregación CA y CCA.  

En la Figura 3.25 se presenta un ejemplo de las imágenes obtenidas de los GR y GRg0,4 

tratados con las soluciones de β-sitosterol en PBS y en solvente orgánico (SO). En estas 

fotografías se observa que en la muestra de GR+SO, los eritrocitos son levemente de 

menor tamaño que los de la muestra control de GR+PBS. Al incubar los GRg0,4 con 

BSPBS se observa una disminución de la agregación eritrocitaria. En cambio, en la 

muestra de GRg0,4 tratada con la solución BSSO se observa una marcada disminución 

del tamaño de los eritrocitos, aunque no se observan eritrocitos crenados ni equinocitados. 
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GR+PBS                                                        GR+SO     

    

GRg0,4  

        

 GRg0,4+BSPBS                                              GRg0,4+BSSO 

Figura 3.25: Ejemplo de las imágenes obtenidas por microscopía óptica de los GR y 

GRg0,4 tratados con las soluciones de β-sitosterol en PBS y en solvente orgánico (SO). 

Objetivo 40x correspondientes a 10 muestras por quintuplicado. 

Selección de las concentraciones y medios de disolución para le BS 

En las muestras de GRg0,4 tratadas con la solución BSPBS se observa una disminución 

de la agregación eritrocitaria, pero dada la escasa solubilidad de BS en PBS no se conoce 

la concentración final del mismo para obtener tal efecto. Esta escasa solubilidad fue 

observada durante la preparación dado que contenía partículas en suspensión visibles a 

simple vista (la solución no era transparente). 
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Los resultados preliminares con el compuesto BS que es liposoluble y poco hidrosoluble, 

mostraron que se disuelve satisfactoriamente en alcohol bencílico, pero altera la 

morfología de los eritrocitos sin producir crenación de los mismos. Por lo tanto, para no 

alterar significativamente la morfología de los eritrocitos, se propone diluir el alcohol 

bencílico en PBS preparando una solución madre del fitoquímico en SO para luego 

utilizarla en forma diluida en PBS (EFSA Panel on Food Additives and Flavorings, 2019; 

IQB Medciclopedia, 2011). La preparación de esta solución, que se denomina BSd, se 

encuentra detallada en el Apéndice A-6. 

Parámetros viscoelásticos de la membrana eritrocitaria 

En la Tabla 3.15 se presentan los resultados obtenidos con el Reómetro Eritrocitario de 

los parámetros viscoelásticos estacionarios de los GR y GRg0,4 tratados con la solución 

BSd. 

 

Tabla 3.15: Parámetros viscoelásticos estacionarios de los GR y GRg0,4 tratados con 

la solución BSd. Valor medio ± desvío estándar correspondiente a 10 muestras medidas 

por quintuplicado. 

Muestras ID 
μ 

 [10-6 N/m] 
η  

[10-7 N.s/m] 

GR 0,623 ± 0,008 5,22  0,28 2,27 ± 0,14 

GR+ BSd 0,58 ± 0,04 5,06 ± 0,18 3,1 ± 0,01*** 

GRg0,4 0,62 ± 0,03 5,08  0,10 2,10 ± 0,03 

GRg,4+ BSd 0,58 ± 0,04 5,06 ± 0,12 2,6 ± 0.4^ 

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,001; respecto a GR 
^p-valor < 0,05; ^^p-valor < 0,01; respecto a GRg0,4 

 

Los resultados de los parámetros viscoelásticos estacionarios de la Tabla 3.15 muestran 

un aumento significativo de la viscosidad superficial de membrana con el tratamiento de 

BSd tanto en los GR como en los GRg0,4. Este resultado sugiere que la interacción de 

este compuesto disuelto en SO y diluido en PBS es con la bicapa lipídica de la membrana. 

Los valores de la viscoelasticidad dinámica correspondientes G” y G’ (resultados no 

presentados) no mostraron diferencias significativas para la frecuencia de 0,5 Hz, 

mientras que los correspondientes a las frecuencias 1 y 1,5 Hz estaban fuera de rango. 
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Esto pudo deberse a la presencia de células muy dañadas o microagregados, por lo cual 

estos resultados no fueron considerados en este estudio. 

Cinética de agregación eritrocitaria 

En la Tabla 3.16 se muestran los resultados obtenidos con el Agregómetro de Chip Óptico 

correspondientes a los parámetros de agregación eritrocitaria (Amp, IA y t1/2).  

 

Tabla 3.16: Parámetros de cinética de agregación eritrocitaria obtenidos con el 

Agregómetro de Chip Óptico para los GR y GRg0,4 tratados con BSd. Valor medio ± 

desvío standard correspondiente a 10 muestras medidas por triplicado. 

Muestra Amp t1/2 
[s] 

IA 

GR 82 ± 5 60 ± 10 0,74 ± 0,02 

GR+BSd 70 ± 4* 89 ± 4* 0,65 ± 0,03* 

GRg0,4 91 ± 2* 45 ± 6* 0,79 ± 0,03 

GRg0,4+ BSd 79 ± 2^ 72 ± 5^ 0,72 ± ,01^ 

*p-valor < 0,05; respecto a GR 
^p-valor < 0,05; respecto a GRg0,4 

 

Los resultados de la Tabla 3.16 muestran alteraciones significativas de los parámetros de 

cinética de agregación en las muestras GR+BSd respecto al control GR, observándose 

una disminución en Amp y en IA, y un aumento en t1/2. Además, en las muestras 

GRg+BSd con respecto al control glicado GRg0,4 se observa que los tres parámetros 

varían significativamente (p < 0,05), tendiendo a los valores del control GR sin glicar (p 

> 0,05). Estos resultados sugieren una interacción del BSd con el glicocalix disminuyendo 

la agregación eritrocitaria con la consecuente reversión del efecto de la glicación. 

Parámetros de agregación eritrocitaria por Análisis Digital de Imágenes 

En la Figura 3.26 se presenta un ejemplo de las imágenes obtenidas por microscopía 

óptica de los GRg0,4 tratados con la solución de β-sitosterol en solvente orgánico diluido 

GRg+BSd. 
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GRd                                                  GRgBSd 

 

GR+BSd                                                       GRg+BSd 

Figura 3.26: Ejemplo de las imágenes obtenidas por microscopía óptica de los GRg0,4 

tratados con la solución de β-sitosterol en solvente orgánico diluido (GRg+BSd). 

Imágenes tomadas en el microscopio invertido con objetivo 40x. 

 

En la tabla 3.17 se muestran los resultados de los parámetros de agregación CA y CCA 

obtenidos mediante el análisis digital de las imágenes obtenidas por quintuplicado para 

las 10 muestras analizadas.  
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Tabla 3.17. Porcentaje de células aisladas y CCA obtenidos de las muestras de los GR y 

GRg0,4 tratados con BSd. Valor medio ± desvíos estándares correspondientes a 10 

muestras por quintuplicado. 

Muestra CA 
% 

CCA 

GR 50 ± 8 0 

GR+BSd 72 ± 3**^ - 0,44 ± 0,07 **^ 

GRg 16 ± 3** 0,7 ± 0,1 ** 

GRg+BSd 39 ± 5*^ - 1,4 ± 0,2 **^ 

*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01 respecto a GR 
^p-valor < 0,05; respecto a GRg0,4 

 

 

Los resultados de la Tabla 3.17 muestran un incremento en los valores de CA y los valores 

de CCA < 0, lo cual demostraría una actividad antiagregante de BSd al actuar sobre GR y 

GRg0,4. Estos resultados concuerdan con los obtenidos de cinética de agregación en la 

Tabla 3.16.  
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4 – Discusión de los resultados y Conclusiones  

4.1 Discusión y conclusiones particulares 

4.1.1 Sobre el método de glicación in vitro 

- El estudio de glucosa libre mediante el método de hemoglucotest con dispositivo 

marca Accu-Chek® brindó información sobre el fenómeno de glucólisis de los 

glóbulos rojos en el tiempo.  

- - El análisis digital de imágenes muestra la presencia de grandes agregados o clusters 

en los GRg, a diferencia de los rouleaux observados en los controles de glóbulos rojos 

lavados incubados con PBS (GR). 

- Estudios preliminares demostraron que la concentración de glucosa 0,4 g/dL fue la 

adecuada a utilizar en el modelo de glicación in vitro, lo cual se fundamenta en las 

siguientes observaciones:  

o Se observó que al cabo de 4 horas las concentraciones iniciales de glucosa 

0,1 g/dL, 0,2 g/dL, 0,4 g/dL, 1 g/dL y 2 g/dL disminuyeron 

significativamente. 

o Para las concentraciones ≥ 0,4 g/dL la concentración de glucosa en el medio 

se mantuvo sobre el nivel de 140 mg/dL, lo cual representaría el estado de 

hiperglicemia en pacientes diabéticos. 

o El análisis de la viscoelasticidad de los GRg presenta alteraciones 

significativas con respecto al control GR de: 

 µ para las concentraciones ≥ 0,4 g/dL 

 η  para las concentraciones 0,1 g/dL, 0,2 g/dL y 1 g/dL 

 ID para las concentraciones 0,1 g/dL y 2 g/dL 

o El análisis de la viscoelasticidad de los GRg con la solución de glucosa al 0,4 

g/dL presentó alteraciones significativas con respecto al control GR en todos 

los parámetros estudiados. 

o El parámetro δ de la viscoelasticidad dinámica para las tres frecuencias 

ensayadas (0,5 Hz; 1 Hz; 1,5 Hz) de los GRg presentó respecto del control 

GR: 

 un aumento significativo con la solución 0,4 g/dL 
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 una disminución significativa para las concentraciones de glucosa 

más altas (1 g/dL; 2 g/dL) se observa una disminución significativa. 

- En el análisis sobre la cinética de agregación eritrocitaria se observa en comparación 

con el control GR: 

o para la muestra GRg0,4 alteraciones significativas del t½ y del IA (p<0,01). 

o para todas las muestras glicadas (GRg0,1; GRg0,2; GRg0,4; GRg1 y GRg2) 

se observa que el IA aumenta significativamente al incrementarse la 

concentración de glucosa del medio respecto de la muestra control (p<0,05), 

simulando las alteraciones de los glóbulos rojos en pacientes diabéticos 

(Foresto P, et al., 2000; Delannoy M, et al., 2015; Alet A, et al., 2016). 

Estos estudios sugieren que el tratamiento con glucosa conduciría a una disminución de 

la repulsión electrostática entre las células, aumentando la agregación eritrocitaria de 

manera similar a lo observado en la diabetes por la hiperglucemia. 

Por lo tanto, como fue observado (Sección 3.2.1), la concentración de 0,4 g/dL resultó ser 

la óptima para lograr una diferencia detectable de los parámetros hemorreológicos entre 

las muestras de control y las glicadas (Buszniez P, et al., 2017; Buszniez P, et al., 2019, 

Batista M et al.; 2020 Batista M, et al., 2022), similar a las que se encuentran en las 

muestras de pacientes diabéticos), indicando que el protocolo utilizado es adecuado para 

la modelización in vitro de la hiperglucemia en la diabetes.  
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4.1.2 Sobre el fitoquímico trigonelina 

En la evaluación con soluciones de distintas concentraciones de T en los GR lavados se 

encontró que la concentración óptima de T debe ser menor o igual a 1 mg/mL.  

En la Tabla 4.1 se presenta un resumen de los resultados más relevantes obtenidos para 

los GR y GRg tratados con las soluciones de T a las concentraciones 0,25 y 1 mg/mL. 

 

Tabla 4.1: Síntesis de los resultados obtenidos para los GR y GRg tratados con las 

soluciones de T en comparación con los eritrocitos lavados sin tratar (GR).  

Muestra T 
mg/mL 

Viscoelasticidad eritrocitaria Agregación                           
eritrocitaria 

ID µ η δ0,5 δ1 δ1,5 ASP CCA IA t1/2 

GR 
0,25       - - - - 

1 -  -  -  - - - - 

GRg0,4 

0 -         - 

0,25   -    -  - - 

1 - -  - - - -  - - 

GRg1 

0          - 

0,25       -  - - 

1       -    - - -  
 disminución significativa con respecto a GR 
 disminución significativa con respecto a GRg 
 aumento significativo con respecto a GR 
 aumento significativo con respecto a GRg 

- sin diferencia significativa con GR 
- sin diferencia significativa con GRg 

 

Al analizar los resultados de la Tabla 4.1 se observa que: 

 los parámetros de agregación eritrocitaria de los eritrocitos tratados con las 

soluciones T0,25 y T1 no presentan alteraciones significativas en los parámetros 

de agregación. Esto demuestra la hemocompatibilidad de la trigonelina a las 

concentraciones de 0,25 y 1 mg/mL, en lo que respecta a la agregación 

eritrocitaria. 
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 al tratar los eritrocitos glicados con la solución de T1, los parámetros 

viscoelásticos tienden a los valores de los eritrocitos sin glicar (GR). Estos 

resultados sugieren que la solución de trigonelina de concentración 1 mg/mL 

recuperaría la viscoelasticidad de la membrana eritrocitaria que estaba alterada 

debido a la glicación.  

 al tratar los eritrocitos glicados con las soluciones de T0,25 y T1, los parámetros 

de agregación eritrocitaria tienden a los valores de los eritrocitos sin glicar (GR). 

Estos resultados sugieren que las soluciones de trigonelina de concentraciones 

0,25 y 1 mg/mL revierten las alteraciones debidas a la glicación modificando la 

carga eléctrica de los eritrocitos y/o interactuando con las proteínas que 

conforman el glicocalix y la bicapa lipídica. 
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4.1.2 Sobre el fitoquímico quercetina 

Los resultados demuestran que el protocolo para la incubación de tres horas es óptimo 

para realizar la incubación de GRg con soluciones de quercetina, debido a su naturaleza 

química, solubilidad y estabilidad. 

En la Tabla 4.2 se presenta un resumen de los resultados más relevantes obtenidos para 

los GR y GRg tratados con las soluciones de Q a las concentraciones 10 y 100 μM. 

 

Tabla 4.2: Síntesis de los resultados obtenidos para los GR y GRg tratados con las 

soluciones de Q en comparación con los eritrocitos lavados sin tratar (GR).  

Muestra Q 
μM 

Viscoelasticidad eritrocitaria Agregación                           
eritrocitaria 

ID µ η G’0,5 G’1,5 G”0,5 G”1 CCA IA t1/2 

GR 
10 - - -  ---   ---- - ---- -    

100 - - - -- - - -    

GRg0,4 

0 -   -   --    

10 - -  - -  - - - ---   - - -     - 

100 - -   -         - -    - 
 disminución significativa con respecto a GR 
 disminución significativa con respecto a GRg 
 aumento significativo con respecto a GR 
 aumento significativo con respecto a GRg 

- sin diferencia significativa con GR 
- sin diferencia significativa con GRg 

 

Al analizar los resultados de la Tabla 4.2 se observa que: 

- los parámetros de viscoelasticidad eritrocitaria de los eritrocitos tratados con las 

soluciones Q10 y Q100 no presentan alteraciones significativas respecto a los GR, a 

excepción de un leve aumento significativo en el módulo de almacenamiento G´ a la 

frecuencia de 1.5 Hz (situación similar a la que ocurre en pacientes con pulsación 

superior a la normal). Esto demostraría la hemocompatibilidad de la quercetina para 

las concentraciones de 10 y 100 μM. 

- Respecto a las muestras GRg se observan cambios significativos en la viscosidad 

superficial de membrana, y que Q10 y Q100 revierten el valor de η modificado por 
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la glicación. Q100 aumenta el módulo de almacenamiento y disminuye la pérdida 

dinámica para las frecuencias 0,5 Hz y 1,5 Hz, sin evidencia de diferencias 

significativas a la frecuencia de 1 Hz (situación similar a la que ocurre en pacientes 

con pulsación normal) (resultados no presentados en la tabla). 

- Al tratar los GRg con las soluciones de Q10 y Q100, los parámetros de agregación 

eritrocitaria tienden a los valores de los eritrocitos sin glicar (GR). Estos resultados 

sugieren que las soluciones de quercetina de concentraciones 10 y 100 μM revierten 

las alteraciones debidas a la glicación al interactuar con las proteínas que conforman 

el glicocalix. Debido a la disminución de la cargas eléctrica negativa de los eritrocitos 

por efecto de la glicación, y teniendo en cuenta que la quercetina posee carga 

negativa a pH 7, ésta podría actuar ejerciendo un efecto pantalla sobre los eritrocitos, 

aumentando la repulsión electrostática y/o evitando el ingreso de la glucosa al interior 

celular a través de su transportador específico Glut 1. 

- Las diferencias observadas en los parámetros de viscoelasticidad y de agregación 

eritrocitaria sugieren la posible actividad antioxidante de quercetina reaccionando 

con la glucosa del medio y/o los componentes de la membrana eritrocitaria. La 

actividad antioxidante de quercetina ha sido demostrada, pudiendo inhibir la 

oxidación de la glucosa, al inhibir la enzima glucosa-oxidasa. También puede capturar 

radicales libres producidos durante la oxidación de la glucosa, reduciendo así la 

producción de especies reactivas de oxígeno (Pérez Trueba G, 2003; Ojito Ramos K 

et al., 2012). Además, el control del estrés oxidativo puede contribuir a la disminución 

de la inflamación crónica observada en pacientes diabéticos, que conlleva al deterioro 

de la función de tejidos y órganos (González Chávez A et al., 2011; Caparrós E, 2023).  
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4.1.3 Sobre el fitoquímico β-sitosterol:  

El protocolo para la incubación de tres horas es óptimo para realizar la incubación de 

GRg con soluciones de BS con el disolvente ensayado, debido a la naturaleza química de 

este fitoquímico y la del disolvente utilizado. En la Tabla 4.3 se presenta un resumen de 

los resultados más relevantes obtenidos para los GR y GRg tratados con las soluciones 

de BS a la concentración 40 μM. 

Tabla 4.3: Síntesis de los resultados obtenidos para los GR y GRg tratados con 

las soluciones de BS en comparación con los eritrocitos lavados sin tratar (GR).  

Muestra BSd 
μM 

Viscoelasticidad 
eritrocitaria 

Agregación                           
eritrocitaria 

ID µ η CA CCA IA t1/2 

GR 40 - -      

GRg0,4 
0 - - -   -  

40 - - - - -  -   -  -   

 disminución significativa con respecto a GR 
 disminución significativa con respecto a GRg 
 aumento significativo con respecto a GR 
 aumento significativo con respecto a GRg 

- sin diferencia significativa con GR 
 

Al analizar los resultados de la Tabla 4.3 se puede observar que: 

- No se observan alteraciones significativas de los parámetros viscoelásticos ID ni en μ 

en ninguna de las muestras tratadas con BSd. Sin embargo, se observó un aumento 

significativo en η, tanto en las muestras GR+BSd como en las muestras glicadas 

GRg+BSd. 

- En las muestras GRg0,4 se observa que los parámetros de cinética de agregación 

eritrocitaria varían significativamente (p < 0,05), tendiendo a los valores del control 

GRd sin glicar (p > 0,05).  

- Los resultados sugieren una interacción del BSd con el glicocalix, produciendo la 

disminución de la agregación eritrocitaria con la consecuente reversión del efecto de 

la glicación. El aumento de CA y la disminución en los valores de CCA (CCA< 0) 

demuestran la actividad antiagregante de BSd, lo cual indicaría una posible 

interacción del BS con la glicocalix de la membrana eritrocitaria, tanto en los GR 

como en los GRg. 
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4.2 Conclusiones generales 

Estos resultados muestran la actividad hemorreológica de los fitoquímicos ensayados, 

trigonelina, quercetina y β-sitosterol, con la posible alteración de las propiedades 

mecánicas y de agregación de la membrana eritrocitaria, logrando la reversión o la 

disminución de la agregación, que se encuentra acrecentada por la glicación, como se 

presenta en pacientes con diabetes. 

Estos resultados serán de utilidad para futuros estudios sobre la acción de los tres 

fitoquímicos sobre las proteínas de membrana y la modificación de la carga superficial 

del glóbulo rojo y/o de las proteínas específicas. Por lo tanto, el estudio aporta a su uso 

como coadyuvante o antiagregante en el tratamiento de la Diabetes y otras patologías 

vasculares y/o desórdenes metabólicos. Además, los resultados obtenidos serán 

beneficiosos para el diseño de nuevos fármacos y distintas formas farmacéuticas de 

administración, como por ejemplo inyectables, que puedan utilizarse en el tratamiento de 

enfermedades cardiovasculares y de desórdenes metabólicos. 

Las investigaciones sobre plantas medicinales en Argentina han avanzado en los últimos 

años, impulsadas por un creciente interés en la medicina tradicional y alternativa, así 

como en la biodiversidad única del país. Es de suma importancia identificar y validar los 

compuestos activos de las plantas medicinales estudiadas y comprender sus mecanismos 

de acción. Igualmente es necesario que tanto la comunidad científica como las autoridades 

sanitarias trabajen en la regulación y en la realización de una Farmacopea Nacional que 

incluya la elaboración de normativas para la producción y uso de estos productos, 

asegurando su calidad, seguridad y eficacia. 

4.3 Perspectivas futuras 

Actualmente los métodos de glicación in vitro se utilizan para investigar cómo la 

glicación afecta a las biomoléculas y para evaluar potenciales tratamientos de las 

patologías resultantes como la diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares y el 

envejecimiento. Avances recientes en este campo describen el uso de tecnologías 

avanzadas como la Espectrometría de Masas y las técnicas de imagen, como la 

fluorescencia y la microscopía confocal, aplicando modelos de glicación basados en 

células madre, uso de inhibidores de glicación y modificación de proteínas.  
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El empleo de los fitoquímicos estudiados como biomarcadores permitiría una 

identificación más precisa de los productos finales de glicación avanzada (AGEs), 

facilitando el análisis de las condiciones en que se ven afectadas proteínas específicas, 

pudiendo también ser utilizados para diagnosticar enfermedades o para evaluar la eficacia 

de tratamientos. 

Además, los resultados obtenidos sobre las propiedades antiagregantes sugieren su 

posible uso como inhibidores de glicación, con el potencial de prevenir o reducir los 

efectos negativos de la glicación en las enfermedades asociadas, contribuyendo al diseño 

de nuevos fármacos. Futuras investigaciones in vitro permitirían evaluar la eficacia y la 

seguridad de estos inhibidores antes de su uso en ensayos clínicos y elucidar los 

mecanismos de acción a nivel molecular. 

Por otra parte, el uso de modelos con células madre permitiría observar cómo ocurre la 

glicación y cómo sería afectado el eritrocito en condiciones cercanas a las del organismo 

vivo. 
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Apéndices 

Apéndice A: Protocolos para la preparación de los medios de suspensión 

y de incubación 

A-1 Solución PBS 

Se preparó una solución salina de buffer fosfato de 300 mOsm/L y pH 7,4 (PBS), 

utilizando KH2PO4 1,4 mM + Na2HPO4 10 mM + NaCl 137 mM + KCl 2,7 mM. 

Este PBS fue utilizado en las distintas etapas de la preparación de las muestras para el 

lavado de los GR y para la preparación de las soluciones de glucosa y la disolución de los 

fitoquímicos. 

A-2 Solución PVP 

Para las determinaciones con el Reómetro Eritrocitario se utilizó una solución isotónica 

de alta viscosidad de polivinilpirrolidona (PVP-360 marca Sigma Aldrich, Lote 

96H0614) al 5 % en PBS (viscosidad de (20 ± 2) cp). 

A-3 Soluciones de glucosa 

1- Pesar en balanza analítica la cantidad de glucosa (dextrosa, C6H12O6, Laboratorio 

Biopack, Lote: 16882015) suficiente para preparar una solución madre al 1% P/V en PBS. 

2- Realizar las diluciones a fin de obtener soluciones de concentraciones 0,2 g/dL, 0,4 

g/dL, 0,6 g/dL, 0,8 g/dL y 1 g/dL. Homogeneizar suavemente manteniendo los tubos a 

temperatura ambiente. 

Obtengo las muestras: G0,2; G0,4; G0,6; G0,8 y G1. 

A-4 Soluciones de Trigonelina 

1- Pesar en balanza analítica la cantidad de trigonelina (Lab. Sigma Aldrich Catálogo 

Nº 000010 T5509) para preparar una solución de concentración final igual a 1 

mg/mL a disolver en solución PBS. 

2- Agitar hasta obtener una solución homogénea.  

3- Filtrar 

4- Diluir la solución hasta obtener la concentración de trigonelina 0,25 mg/mL. Se 

obtienen las muestras: T1 y T0,25.  
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5- Almacenar en frasco de vidrio color caramelo. Conservar en refrigerador por 24 

horas. 

A-5 Soluciones de Quercetina 

1- Pesar en balanza analítica la cantidad de quercetina (Lab. Sigma Aldrich Catálogo 

Nº 000070 Q4951) para preparar una solución de concentración final igual a 100 

µM en PBS. 

2- Agitar hasta obtener una solución homogénea.  

3- Filtrar 

4- Diluir la solución obtenida hasta obtener las concentraciones de quercetina a 10, 

1 y 0,1 µM, obteniendo las muestras: Q100; Q10; Q1 y Q0,1. 

5- Almacenar en frasco de vidrio color caramelo. Conservar en refrigerador por 24 

horas. 

6- Retirar del refrigerador unas horas antes de usar hasta tomar temperatura 

ambiente. 

A-6 Solución de β-sitosterol 

1- Pesar en balanza analítica la cantidad de β-Sitosterol (Lab. Sigma Aldrich, 

Catálogo Nº 000040 85451, S1270, 95 % pureza) para preparar una solución de 

concentración final igual a 40 M. 

2- Primeramente disolver en alcohol bencílico/H2O (71 mg/8 mL) agitando 

enérgicamente utilizando agitador de tubos (MS1 Minishaker marca Ika) y luego 

diluir 1/10 en PBS dos veces continuando la agitación, obteniendo la muestra 

BS40d. 

3- Almacenar en frasco de vidrio color caramelo. Conservar en refrigerador por 24 

horas. 

4- Retirar del refrigerador unas horas antes de usar hasta tomar temperatura 

ambiente. 
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Apéndice B: Protocolo obtención de GR, lavado e incubaciones 

B-1 Obtención de la muestra de sangre 

Para la obtención de las muestras de sangre humana por punción venosa de donantes 

sanos extraídas por punción venosa en tubos estériles. (Guideline International Society of 

Clinical Hemorheology, International Expert Panel for Standardization of 

Hemorheological Methods, 2009). 

Las muestras fueron anticoaguladas con EDTA K2 y se conservaron a 4°C hasta su 

utilización dentro de las 12 horas posteriores a su extracción. 

B-2 Lavado de GR 

1. Homogeneizar la sangre entera por inversión. 

2. Centrifugar a temperatura ambiente durante 5 minutos a 2000 rpm (Centrífuga 

Mini Spin Eppendorf AG 22331Hamburg). 

3. Separar el plasma autólogo con pipeta Pasteur y guardarlo en un tubo para su uso 

posterior. 

4. Eliminar la capa leucoplaquetaria (interface plasma/GR) con pipeta Pasteur.  

5. Agregar 3 mL de PBS (pH=7,4 y 308 mOsm), homogeneizando lentamente por 

inversión. 

6. Centrifugar durante 5 min a 2000 rpm a 25 oC y eliminar sobrenadante.  

7. Registrar si se observa la presencia de hemólisis en cualquier etapa del 

procedimiento. 

B-3 Determinación de la concentración de glucosa 

La concentración de glucosa en el medio se midió con un dispositivo glucómetro del tipo 

Accu-Chek, laboratorio Roche (Figura B.1), sistema de detección enzima glucosa 

oxidasa. El medidor de glucemia Accu-Chek permite la determinación cuantitativa de la 

glucemia en sangre capilar fresca.  
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 Figura B.1 Medidor de glucemia Accu-Chek Active y tiras reactivas para la medición. 

El sistema de monitorización de glucemia, que se compone del medidor de glucemia y 

las tiras reactivas, es apto tanto para el autodiagnóstico como para el uso en el ámbito 

profesional. Las personas con diabetes pueden controlar su nivel de glucemia. 

B-4 Glicación in vitro de GR 

1. Preparar volúmenes iguales de GR lavados y solución de glucosa de las 

concentraciones a estudiar (0,2 g/dL, 0,4 g/dL, 1 g/dL y 2 g/dL).  

2. Para el control (C0) se incuban volúmenes iguales de GR lavados con PBS.  

3. Medir la glucosa a tiempo t = 0 en todos los tubos. 

4. Incubar a 36,5ºC durante 1 h con agitación suave controlada (agitador Boeco-

Germany, Modelo Mini Rocker MR-1) 

5. Retirar transcurridos 30 minutos de incubación y medir en todos los tubos la 

glucosa a t = ½ h. Volver a incubar. 

6. Repetir este procedimiento cada 30 minutos y medir la glucosa a t = 1h; t = 1y ½ 

h y t = 2 h. 

7. Transcurridas las 2 horas y realizadas las mediciones, lavar los GR tratados y el 

control con PBS como se indicó en los pasos 5 y 6 del Apéndice B2. 

8. Registro de datos: Cada media hora transcurrida desde el t=0, realizar la medición 

de la concentración de glucosa en cada muestra mediante el método de 

hemoglucotest con dispositivo marca Accu-Chek. Este procedimiento se repite a 

las 2 y ½, 3, 3 y ½ y a las 4 horas con las muestras de GR lavados incubados con 

las distintas soluciones de Glucosa. 
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B-5 Incubación de GRg con soluciones de Trigonelina 

1. Obtener los GRg0,4 suspendiendo volúmenes iguales de coulot de GR lavados y 

solución de glucosa (0,4 g/dL) durante 2 hs a 37ºC con agitación controlada. El 

control GR se obtiene suspendiendo iguales volúmenes de GR lavados y PBS. 

2. Medir la concentración de glucosa a tiempo t0 en todos los tubos, mediante el uso 

de tiras reactivas Accu-Chek. 

3. Incubar durante 2 h a 37ºC con agitación controlada todas las muestras y un tubo 

conteniendo solo sangre entera (SE). 

4. Medir la concentración de glucosa a tiempo t1 en todos los tubos, mediante el uso 

de tiras reactivas Accu-Chek. 

5. Lavar una vez con PBS para eliminar restos de glucosa. 

6. Suspender los GRg0,4 y GR en partes iguales con las soluciones de T0,25 y 1 

mg/mL) para obtener las muestras GRg0,4+T0,25 y GRg0,4+T1 y los controles 

GR+T0,25 y GR+T1.  

7. Incubar durante 1 h a 37ºC con agitación controlada todas las muestras y el tubo 

conteniendo solo sangre entera (SE). 

8. Medir la concentración de glucosa a tiempo t2 en todos los tubos, mediante el uso 

de tiras reactivas Accu-Chek. 

9. Lavar una vez con PBS para eliminar restos de trigonelina en todos los tubos 

excepto SE y GR. 

10. Rotular las muestras SE, GR, GR+T0,25, GR+T1, GRg04, GRg0,4+T0,25 y 

GRg0,4+T1. 

B-6 Incubación de GRg con soluciones de Quercetina  

1. Obtener los GRg0,4 suspendiendo volúmenes iguales de coulot de GR lavados y 

solución de glucosa (0,4 g/dL) durante 2 hs a 37ºC con agitación controlada. El 

Control GR se obtiene suspendiendo iguales volúmenes de GR lavados y PBS. 

2. Medir la concentración de glucosa a tiempo t0 en todos los tubos, mediante el uso 

de tiras reactivas Accu-Chek. 

3. Incubar durante 2 h a 37ºC con agitación controlada todas las muestras y un tubo 

conteniendo solo sangre entera (SE). 

4. Medir la concentración de glucosa a tiempo t1 en todos los tubos, mediante el uso 

de tiras reactivas Accu-Chek. 
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5. Lavar una vez con PBS para eliminar restos de glucosa. 

6. Suspender los GRg0,4 y en partes iguales con las soluciones Q10 y Q100 para 

obtener las muestras GRg0,4+Q10 y GRg0,4+Q100 y los controles GR+Q10 y 

GR+Q100.  

7. Incubar durante 1 h a 37ºC con agitación controlada todas las muestras y el tubo 

conteniendo solo sangre entera (SE). 

8. Medir la concentración de glucosa a tiempo t2 en todos los tubos, mediante el uso 

de tiras reactivas Accu-Chek. 

9. Lavar una vez con PBS para eliminar restos de quercetina en todos los tubos 

excepto SE y C0.  

10. Rotular las muestras: SE, GR, GR+Q10, GR+Q100, GRg0,4, GRg0,4+Q10 y 

GRg04+Q100. 

B-7 Incubación de GRg con soluciones de β-sitosterol  

1. Obtener los GRg0,4 suspendiendo volúmenes iguales de coulot de GR lavados y 

solución de glucosa (0,4 g/dL) durante 2 hs a 37ºC con agitación controlada. El 

Control GR se obtiene suspendiendo iguales volúmenes de GR lavados y PBS. El 

Control de glóbulos rojos con el disolvente (GRd) se obtiene suspendiendo iguales 

volúmenes de GR lavados y solución diluyente. 

2. Medir la concentración de glucosa a tiempo t0 en todos los tubos, mediante el uso 

de tiras reactivas Accu-Chek. 

3. Incubar durante 2 h a 37ºC con agitación controlada todas las muestras y un tubo 

conteniendo solo sangre entera (SE). 

4. Medir la concentración de glucosa a tiempo t1 en todos los tubos, mediante el uso 

de tiras reactivas Accu-Chek. 

5. Lavar una vez con PBS para eliminar restos de glucosa. 

6. Suspender los GRg0,4, GR y en partes iguales con la solución BS40d para obtener 

las muestras GRg0,4+BS40d y los controles GR+BS40d , GR y GRd 

7. Incubar durante 1 h a 37ºC con agitación controlada todas las muestras y el tubo 

conteniendo solo sangre entera (SE). 

8. Medir la concentración de glucosa a tiempo t2 en todos los tubos, mediante el uso 

de tiras reactivas Accu-Chek. 

9. Lavar una vez con PBS para eliminar restos de β-sitosterol en todos los tubos 

excepto SE y GR. 
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10. Rotular las muestras: SE, GR, GRd, GR+BS40d, GRg0,4, GRg0,4+BS40d. 
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Apéndice C: Técnicas de análisis de la agregación y viscoelasticidad 

eritrocitaria  

C-1 Adquisición de imágenes digitales microscópicas 

1. Suspender los GR obtenidos a partir de las muestras tratadas en plasma autólogo 

al 0.3 % V/V. 

1. Colocar una gota de una suspensión de GR en plasma autólogo en un portaobjeto 

sobre la platina del microscopio óptico invertido (apagar la luz del microscopio). 

2. Dejar reposar 5 minutos. Encender la luz del microscopio y enfocar los GR. 

3. Registrar 3 imágenes de cada muestra en distintos lugares del campo visual, 

4. Una vez almacenadas todas las imágenes en una carpeta de la PC, subirlas a la 

nube y guardarlas en una memoria USB. 

C-2 Determinación de los parámetros de viscoelasticidad eritrocitaria 

Técnica: Difractometría laser con Reómetro Eritrocitario. Para ello,  

1. Suspender cada muestra reconstituida en plasma autólogo al 40%, en solución 

PVP. 

2. Medir cada muestra por quintuplicado  

3. Obtenidas las gráficas, realizar los cálculos matemáticos con el software 

especialmente diseñado para obtener los parámetros de viscoelasticidad 

eritrocitaria 

C-3 Obtención de los parámetros de cinética de agregación eritrocitaria 

Técnica de transmisión laser con Agregómetro Eritrocitario de chip óptico. Para ello: 

1. Preparar cada muestra al 40 % de hematocrito.  

2. Colocar 15 μL de cada muestra en el dispositivo o chip. 

3. Realizar las mediciones por triplicado para cada muestra. 

4. Producidas las gráficas analizarlas con el software especialmente diseñado para 

obtener los parámetros de agregación eritrocitaria.  
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Apéndice D: Modelo de consentimiento informado y dictamen. 
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