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Exito

Si piensas que estas vencido, lo estas.
Si piensas que no te atreves, no lo haras.
Si piensas que te gustaria ganar, pero no puedes, no lo lograras.
Si piensas que perderas, ya has perdido.
Porque en el mundo encontraras que el

éxito comienza con la voluntad del hombre.

Todo esta en el estado mental
porque muchas carreras se han perdido
antes de haberse corrido
y muchos cobardes han fracasado

antes de haber empezado su trabajo.

Piensa en grande y tus hechos creceran.
Piensa en pequefo y quedaras atras.

Piensa que puedes y podras.

La batalla de la vida no siempre
la gana el mas fuerte o el mas ligero,
porque tarde o temprano el hombre que gana

es el que cree poder hacerlo.

Dr. Christian Barnard



El éxito es determinado por los que prueban el imposible, posible.

Arnold H. Grasow

El éxito no se logra solo con cualidades especiales, es sobre todo un trabajo de

constancia, de método y de organizacion.

J. P. Sergent



Resumen

Resumen

El asma es un padecimiento inflamatorio cronico de las vias respiratorias y una de
sus caracteristicas es la generacion exacerbada de las especies reactivas del
oxigeno (ERO) y del nitrégeno (ERON) por diversos tipos celulares del sistema
respiratorio, leucocitos y plaquetas, las cuales contribuyen a la condicion de estrés

oxidativo asociado al asma > 73,

Los nitrosotioles han sido considerados formas estables del NO°, ya que tienen
una vida media mucho mayor que el éxido nitrico en condiciones fisiologicas y
pueden liberar a este radical libre en condiciones reductoras. Por otro lado, los
nitrosotioles, especialmente el S-—nitrosoglutation (GSNO), tiene efectos
especificos que incluso parecen ser independientes de su capacidad de liberar al
oxido nitrico. En el pulmén, el GSNO juega un papel importante en la fisiologia de
este d6rgano y existen evidencias importantes de que su concentracion se
encuentra disminuida en las vias aéreas de pacientes con asma, probablemente
por una elevada actividad de la enzima S-—nitrosoglutation reductasa (GSNOR);
hecho que se ha vinculado con los episodios de bronco—constriccion que se

presentan en el asma °* %,

La plagueta humana posee un metabolismo del 6xido nitrico importante, incluso
existen evidencias de tener la capacidad de liberar NO® a partir de GSNO, pero se
desconoce si esta dotada de la enzima GSNOR “°. La hipétesis propuesta para el
presente trabajo es que si en la plagueta humana existe la enzima GSNOR,

entonces, ésta se encontrara incrementada en individuos con asma bronquial.

La metodologia que se desarroll6 en el presente estudio, la cual comprende la
obtencion de las muestras de eritrocitos, plasma sanguineo y plaguetas de sangre
periférica de individuos sanos provenientes del Banco de Sangre (grupo control) y
de pacientes con asma provenientes de la Clinica de Asma (grupo de asma), los

cuales son atendidos en el INER.



Resumen

A dichas muestras se les determinaron los grupos sulfhidrilos totales, no proteicos
y proteicos mediante el reactivo de Ellman (acido 5, 5'—ditiobis—2—nitrobenzoico),
también se les midié la actividad de la enzima S—nitrosoglutation reductasa
(GSNOR) en plaguetas por un meétodo espectrofotométrico, utilizando S-—

nitrosoglutation y NADH como sustratos.

Los resultados obtenidos muestran que hay un incremento en el grupo de asma en
las determinaciones de los sulfhidrilos no proteicos en eritrocito y en plaqueta,
probablemente por un incremento en la sintesis del glutation reducido y como una
respuesta compensatoria al estrés oxidativo cronico presente en el asma. La
plaqueta esta dotada de una actividad de la enzima S-—nitrosoglutation reductasa
(GSNOR) la cual fue menor en las plaquetas del grupo de asma, probablemente
esto represente una menor capacidad de liberar 6xido nitrico a partir de S—

nitrosoglutation por parte de la plaqueta de pacientes con asma.
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Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
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iINOS
IPN
ISAAC
IUPAC
Kca
L-CySH
L-Glu
L-GluCySH
LT
LTB,
LTC,
MPO
N2O3
NaCl
NAD"
NADH
NADP”*
NADPH
NANC
NaOH
NH3
NO
NO*
NO’
NOS
O,

0,

O3
OMS
ONOO™
PaCoO;

Isoenzima de la 6xido nitrico sintasa

Instituto Politécnico Nacional

Estudio Internacional de Asma y Alergias en la Infancia
Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
Canal de potasio dependiente de calcio
L—cisteina

L—glutamato

L—glutamil—cisteina

Leucotrieno

Leucotrieno B4

Leucotrieno C4

Mieloperoxidasa de los neutrofilos

Trioxido de dinitrogeno

Cloruro de sodio

Nicotinamin adenin dinucleotido oxidado
Nicotinamin adenin dinucleotido reducido
Nicotinamin adenin dinucleotido fosfato oxidado
Nicotinamin adenin dinucleotido fosfato reducido
Inervacion no adrenérgica no colinérgica, inervacion nitrérgica
Hidroxido de sodio

Amonio

Anion nitroxilo

Cation nitrosonio

Oxido nitrico

Oxido nitrico sintasa

Oxigeno

Anion superoxido

Ozono

Organizacion Mundial de la Salud

Peroxinitrito

Presion parcial arterial de dioxido de carbono
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PAF Factor activador de plaquetas

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDI Protein disulfuro isomerasa

PEF Flujo espiratorio maximo

PG Prostaglandina

PGD, Prostaglandina D,

pH Potencial de hidrogeno

Pi Fosfato

PM Material particulado

P.M. Peso molecular

PPP Plasma pobre en plaquetas

PRP Plasma rico en plaquetas

ROH Grupo alcohol

rpm Revoluciones por minuto

RSH, =SH, SH  Grupo sulfhidrilo, grupo tiol

RSNO S—nitrosotioles

Se Selenio

SN Sobrenadante

SOD Superoxido dismutasa

SpO; Saturacion arterial de oxigeno

TCA 20% Acido tricloroacético al 20%

TGF-p Factor de crecimiento transformante 3
TNF Factor de necrosis tumoral

TRIS Tris—hidroximetil aminometano

Tx 100 Tritdbn X-100

TXA, Tromboxano A;

UICTER Union Internacional Contra la Tuberculosis y las Enfermedades

Respiratorias
B-TG p—tromboglobulina

€ Coeficiente de extincion molar

X1l
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1. Introduccién

1.1 Planteamiento del problema

Desde hace tiempo existen evidencias de la participacion del S—nitrosoglutation
(GSNO) en la regulacion del tono de las vias aéreas y de una disminucion de este
derivado del oxido nitrico en pacientes con asma bronquial, una enfermedad
caracterizada por inflamacion e hiperactividad bronquial con bronco—constriccion.
Esto ha permitido a algunos grupos de investigadores, postular la hipétesis de que
en las vias aéreas de los pacientes con asma se presenta una excesiva
“degradacion” de GSNO lo cual contribuye al estado de hiperreactividad bronquial
caracteristico de esta enfermedad. Existen evidencias de la existencia de un
sistema enzimatico, conocido como S-nitrosoglutation reductasa (GSNOR), cuya
actividad estad incrementada en el asma, favoreciendo la disminucion en la
disponibilidad de S—nitrosoglutation (un bronco-relajante) para controlar el tono
bronco—alveolar. Esta condicién participa en la bronco—constriccion asociada a
esta enfermedad. Sin embargo, por las dificultades técnicas y aspectos éticos para
la obtencion de biopsias de pulmon de pacientes, la mayor parte de estos estudios
se han realizado en modelos animales. Por ello, resulta necesario determinar si
existen otros tipos de células mas accesibles, pero a la vez también dotadas de
las vias metabolicas vinculadas con el 6xido nitrico y los S—nitrosotioles, a la vez
gue intervengan en esta enfermedad para este tipo de estudios. Un ejemplo de
este tipo de células es la plaqueta humana, la cual posee un metabolismo del
oxido nitrico importante, incluso existen evidencias de tener la capacidad de liberar

NO’ a partir de GSNO 2, pero se desconoce si est4 dotada de la enzima GSNOR.

Por otro lado, en los estudios realizados por Nadeem et al. *°, se ha vinculado el
asma con un incremento en algunos parametros de estrés oxidativo tales como la
disminucion de los sulfhidrilos proteicos en plasma sanguineo; adicionalmente

también se ha documentado un incremento en la concentracion de glutation total
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de sangre periférica. Sin embargo se desconoce si esto corresponde a un
incremento en el glutation reducido en alguno de los componentes sanguineos

(eritrocitos, plaquetas y plasma sanguineo) de pacientes con asma.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Determinar la existencia de la enzima S—nitrosoglutation reductasa (GSNOR) en la

plaqueta humana.

1.2.2 Objetivos particulares

a) ldentificar si en las plaquetas de pacientes asmaticos existe una modificacion
en la actividad de la enzima S—nitrosoglutation reductasa (GSNOR), con respecto

a individuos no asmaticos.

b) Estudiar la concentracion total de sulfhidrilos en algunos de los componentes
sanguineos (eritrocitos, plaquetas y plasma sanguineo) de pacientes asmaticos,
con respecto a individuos no asmaticos, para buscar una posible correlacion con el

estrés oxidativo asociado a esta enfermedad.

1.3 Hipdtesis

a) En la plaqueta humana existe la enzima GSNOR, la cual se espera que se
encontrara incrementada en pacientes con asma, con respecto a individuos no

asmaticos.
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b) Debido a la condicién de estrés oxidativo que prevalece en el paciente con
asma, el contenido de sulfhidrilos se encontrara disminuido en algunos de los
componentes sanguineos (eritrocitos, plaquetas y plasma sanguineo) de pacientes

con asma, con respecto a individuos no asmaticos.

1.4 Justificacion

El asma bronquial, es una enfermedad que afecta del 10 al 12% de la poblacién
mundial. La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) estima aproximadamente
300 millones de asmaticos en el mundo, por lo que se considera un importante
problema de salud publica. Por otro lado, esta enfermedad también se encuentra
asociada a problemas de contaminacion del aire (contaminacion extramuros),
tabaquismo (contaminacion intramuros), factores genéticos, atopia, dieta,
ocupacion, infecciones respiratorias y factores socio—econdémicos, los cuales no
s6lo contribuyen al desarrollo de la enfermedad, sino que también intervienen en
el rubro de riesgo de mortalidad. Por lo cual, el estudio de aspectos especificos
relacionados con la fisiopatologia de esta enfermedad, seguramente contribuira a

un mejor entendimiento y por lo tanto, a mejores tratamientos de la misma.
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2. Antecedentes

2.1 Asma

El asma es una enfermedad inflamatoria cronica de las vias aéreas asociada a
obstruccion variable del flujo aéreo — generalmente reversible, espontaneamente o
por tratamiento —, y a un incremento en la reactividad de las vias aéreas a una

variedad de estimulos ¢’.

En asma, el consenso mas importante es la Global Initiative for Asthma (GINA, por
sus siglas en inglés). En nuestro pais se ha establecido el Consenso Mexicano de
Asma y también se utiliza el de la Union Internacional Contra la Tuberculosis y las
Enfermedades Respiratorias (UICTER) *°.

La definicion del padecimiento segun GINA, llamada en UICTER definicién técnica
es: “El asma es una enfermedad inflamatoria cronica de las vias aéreas en la que
intervienen diferentes tipos de células. Esta inflamacion cronica provoca un
aumento de la hiperreactividad de las vias aéreas, que conduce a episodios de
sibilancias, disnea, opresion toracica y tos, especialmente por las noches o en la
madrugada. Estos episodios se asocian habitualmente con una obstruccion de las
vias aéreas generalizada pero variable, que a menudo es reversible ya sea de

forma espontanea o mediante tratamiento 2.

Actualmente se sabe que los ataques repetidos de asma ocasionan dafio
permanente en la via aérea, llamado remodelacion, el cual se manifiesta como
hipertrofia e hiperplasia de la musculatura lisa, hiperplasia epitelial, engrosamiento
de la membrana basal epitelial asociada con depoésito de inmunoglobulinas,
fibronectina y colagenas tipo | y 1ll, lo cual debe quedar claro cuando se detecta
este padecimiento, ya que es imprescindible que todos los involucrados en el

manejo del paciente asmatico conozcan la naturaleza real del problema *.
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2.1.1 Clasificacion del asma

Con base en los criterios clinicos y funcionales, la enfermedad puede clasificarse

en cuatro tipos: asma leve intermitente, asma leve persistente, asma moderada

persistente y asma grave persistente (Ver Tabla 1) %*.

Tabla 1 Clasificacion del asma segtn GINA **

Asma Leve Asma Leve Asma Moderada Asma Grave
Intermitente Persistente Persistente Persistente
=< 2 veces por
. 2 veces por
Frecuencia de semana . .
. . - semana pero Diariamente Continuos
sintomas Asintomatico entre P
- <1lvezaldia
exacerbaciones
Afectan las . -
o Actividad fisica
Pueden actlvgjuaedﬁeos y el limitada
Intensidad de Breves y leves afectar la Exacerbaciones = Las
exacerbaciones y actividad y el - exacerbaciones
o >2vecesala
suefno pueden ser
semana, pueden
. frecuentes
durar dias
. =< 2 veces por > 2 veces al >1lvezala
Sintomas nocturnos Frecuentes
semana mes semana
FEV,
(Volumen => 80 % del =>80%del | >60% e =<80% =< 60 % del
espiratorio forzado predicho predicho del predicho predicho
del primer segundo)
FEM => 80 % del => 80 % del >60%e=<80% =< 60 % del
(Frecuencia predicho predicho del predicho predicho
espiratoria méaxima) Variabilidad Variabilidad Variabilidad Variabilidad
P <20 % 20 — 30 % > 30 % > 30 %

Recientemente la GINA ha propuesto una forma de clasificar a los pacientes de

acuerdo con el nivel de control en el que se encuentre. De acuerdo con esta

clasificacion los pacientes pueden ser clasificados como controlados, parcialmente

controlados y no controlados. El nivel de control determinara el tratamiento y

seguimiento de cada paciente (Ver Tabla 2) .
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Tabla 2 Niveles de control del asma %*
Parcialmente

Caracteristica Controlado No Controlado
Controlado
Tres o mas
. . . caracteristicas de
Sintomas durante el Sintomas durante el Mas de 2 veces por .
. . parcialmente
dia dia semana

controlado en
cualquier semana

Limitacién de las

actividades No Sl Sl
Sintomas nocturnos No Si Si
. Uso de No (menos de 2 Més de 2 veces por Més de 2 veces por
medicamentos de
veces por semana) semana semana
rescate
Funcion pulmonar 0 : 0 ,
FEV; 0 FEM Normal < 80 % del predicho < 80 % del predicho
Exacerbaciones Ninguna Una o mas por afio Una en cualquier

semana

2.1.2 Crisis de asma

Se llama crisis de asma a un aumento de los sintomas rapidamente creciente
(minutos, horas o dias), con una disminucion importante del flujo aéreo. Al
aumentar la inflamacién bronquial y la contraccion muscular, aumenta la
obstruccion. Como consecuencia, la ventilacion pulmonar se hace cada vez mas
dificil, sobre todo en las vias aéreas pequefas, y empieza a retenerse aire mal

ventilado en los pulmones °.

El paciente siente cada vez mas disnea, por lo que utiliza espontdneamente las
estrategias naturales para mejorar la ventilacion: Usa musculos accesorios, se
sienta en vez de permanecer acostado, espira forzadamente, prolonga la
espiracion y aumenta la frecuencia respiratoria. Si la obstruccibn aumenta, se
compromete la vida por retencion de didxido de carbono (CO,) y disminucion de la

oxigenacion °.
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Los datos que anticipan una crisis son: Aumento de la disnea, tos y expectoracion,
aumento de sibilancias, despertares nocturnos o en la madrugada, incremento del
uso de broncodilatadores, disminucion de la capacidad para hacer esfuerzos y

aumento de la diferencia entre el FEM de la mafanay el de la tarde. En la Tabla 3

se describe la clasificacion de la crisis de asma segin GINA °.

Tabla 3 Clasificacion de la crisis de asma °

Signo Leve Moderado Grave Paro inminente
Al caminar Al hablar,
) ] Estando
Disnea puede estar prefiere estar
acostado
acostado sentado
Puede hablar en: Frases Partes de frases Palabras No puede hablar
) o Puede estar Habitualmente Siempre Somnoliento o
Nivel de conciencia ) ) )
agitado agitado agitado confuso
Frecuencia A menudo )
) ) Aumentada Aumentada ) Bradipnea
respiratoria >30/min
o ) ) Movimiento
Tiraje muscular No Habitualmente Habitualmente
paraddjico
. ) Moderadas,
Sibilancias ) ) Fuertes Muy fuertes Ausentes
espiratorias
Pulso/minuto <100 100 — 200 >120 Bradicardia
- 10-25
Pulso paraddjico Ausente <10 mmHg
mmHg
PEF (Flujo
espiratorio maximo) > 80% 60— 80 % <60 %
posbroncodilatador
PaCoO,
(Presién arterial de <45 mmHg <45 mmHg > 45 mmHg
COy)
SpO, (Saturacién
arterial de oxigeno), >95 % 91-95% <90 %
sin O, suplementario
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2.1.3 Epidemiologia

El asma se reconoce como una de las enfermedades respiratorias crénicas mas
frecuentes en todo el mundo®’. Segln la OMS (Organizacién Mundial de la Salud),
en la ultima década han aumentado en un 40 % tanto su prevalencia como las
hospitalizaciones .

Su prevalencia muestra una amplia variedad en los diferentes paises, sin
embargo, los datos muestran que el nimero de casos ha aumentado
paulatinamente, la OMS estima aproximadamente 300 millones de asmaticos en el
mundo, por lo que se considera un importante problema de salud publica en
muchos de los paises con mayores recursos * ®. Existe suficiente evidencia
mundial para afirmar que la prevalencia, incidencia, mortalidad y costos
relacionados con el asma estan aumentando (Ver Figura 1y 2) %,

Paises segun tasa de casos fatales (por 100.000 asmadcos)
5.1-10.0 [:] Sin datos disponibles

Figura 1 Mortalidad del asma *
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Proporcion de poblacion (%)
5115 | Sin datos disponibles

Figura 2 Prevalencia del asma 43

El asma es una enfermedad que ocurre en cualquier region del mundo y en
cualquier nivel socioeconémico, cuya prevalencia es mayor en nifilos que en
adultos, se da con mayor frecuencia en nifios que en nifias y con menor frecuencia

en hombres que en mujeres %.

Segun el Informe sobre la Salud del Mundo que dio la OMS en el 2002, el asma
fue causa de 15, 010, 000 de AVAD (afios de vida ajustados en funcion de la

discapacidad en el mundo) y causé 226, 000 muertes .

Para el tratamiento del asma se destinan mas de 6, 000 millones de USD., de
ellos, s6lo 1 millén de USD es para medicamentos y mas de 3, 000 millones de
USD son para la atencién de casos de asma grave (10 % de los asmaticos) 3.

El estudio de mayor impacto epidemiolégico aplicado en los paises de los diversos

continentes y con una gran poblacion encuestada es el Estudio Internacional de

Asma y Alergias en la Infancia (ISAAC) * %,
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En la primera etapa, ISAAC exploro la prevalencia de los sintomas del asma en
dos grupos de poblacién: nifios de 6 y 7 afios, y nifios de 13 y 14 afios de edad;
los resultados muestran que la prevalencia es muy variable de un pais a otro, asi
puede ser tan baja como en los paises escandinavos y China, en donde es inferior
al 2 %, en contraste con la alta prevalencia observada en Inglaterra, Irlanda,

Australia y Nueva Zelanda, en donde se aproxima al 30 % 2% °'.

En México se aplico en la Ciudad de Cuernavaca, reportandose una prevalencia
de 6.6 % en la presencia de sibilancias; en Hermosillo, Sonora, se reportd una
prevalencia del 9 % y en Monterrey, Nuevo Ledn, se reportd una prevalencia del

11.2 % de enfermedades alérgicas y el 23 % de asma en esta poblacién 2 ©7,

En México no se dispone de cifras exactas, sin embargo se calcula una poblacién
de entre 5y 10 millones de asmaticos. En el afio de 1999, en México, el asma fue
la causa de 9, 432 egresos hospitalarios; 8, 068 en menores de 45 afos; 1, 364 en
mayores de esa edad y en el mismo afo se reportaron 36 muertes de las cuales

24 fueron en mayores de 45 afios .

En el INER, estos datos son consistentes, ya que a pesar del importante nimero
de asmaticos atendidos en hospitalizacion y en urgencias, las defunciones
atribuibles directamente al asma son muy ocasionales; incluso no se encuentra
dentro de las diez principales causas de defuncién en los ultimos afios. Sin
embargo, las cifras muestran un incremento paulatino, hasta llegar a ubicarse el
asma como la primera causa de atencion hospitalaria en el servicio de urgencias y

en area de consulta externa (Ver Figura 3) °’.
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Figura 3 Morbilidad del asma en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) o7

En términos generales, se puede resumir que si bien es reconocible que los casos
nuevos de asma se han incrementado de manera importante con el paso de los
afos, es probable que la cifra real aun pueda ser mayor, tomando en cuenta el
hecho de que la enfermedad con mucha frecuencia es subdiagnosticada; por otra
parte, el diagndstico erréneo se asocia a un tratamiento inadecuado, lo que sitla a
los pacientes en mayores riesgos de formas severas de la enfermedad, de

complicaciones y potencialmente de aumento en la mortalidad °’.

2.1.4 Contaminacion y factores predisponentes en el asma

La exposicion a la contaminacion atmosférica, tanto intramuros como extramuros,
se asocia a una mayor incidencia de asma y de atopia, debido a que los sintomas
se exacerban mientras mayor sea el grado de exposicion a las diferentes
sustancias presentes en el medio ambiente tales como particulas atmosféricas

(PM: Material particulado), diéxido de sulfuro.y éxidos de nitrégeno ° &°.

En el hogar, los contaminantes mas comunes (contaminacion intramuros), ademas
de los alergenos, son el polvo, los mohos, el humo del cigarro y las sustancias que
provienen de la combustion de derivados del petroleo. Estos que se utilizan para

preparar los alimentos y para la calefaccion, producen elementos quimicos

11
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irritantes y oxidantes como el 6xido nitrico (NO’), monéxido de carbono (CO),
compuestos organicos volatiles y formaldehidos. Otros contaminantes que por lo
general pasan desapercibidos son los materiales para la limpieza, aerosoles,

insecticidas, solventes, pinturas y perfumes .

En lugares en que existe un alto nivel de contaminacion extramuros, como son las
grandes ciudades, la época de quema de terrenos agricolas, sitios con industrias
gue no controlan sus emisiones, etc., se recomienda que en los dias de alta
contaminacién los pacientes con asma eviten las actividades fisicas y la

permanencia al aire libre °.

Los factores genéticos, el género, los factores étnicos, los factores ambientales, la
contaminacién del aire, la dieta, el tabaquismo, la ocupacioén, los factores socio —
econémicos, las infecciones respiratorias y la atopia, son los factores
predisponentes mas importantes y que agravan la severidad del asma ® (Ver
Figura 4) 8.

Rinitis
Sinusitis
Poliposis

\

/ ,/l Ocupacién|
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4 13 ¥ P( Sintomas>
S
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ejercicio fisico

Figura 4 Factores predisponentes en el asma 18
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La herencia es el factor predisponente mas relevante para el desencadenamiento
del proceso inflamatorio que lleva a la enfermedad. Cuando este factor ademas se
asocia a la exposicion de agresores del aparato respiratorio (polvos, humos)
entonces las condiciones se dan para que las células inflamatorias interactien a
través de sus mediadores quimicos y una vez que el epitelio bronquial es expuesto
a antigenos y a estimulos no inmunolégicos se promueve la inflamacion cronica y
en muchos casos con cambios irreversibles (remodelacion) que condicionaran las

manifestaciones clinicas de la enfermedad (Ver Figura 5) *°.

Estimulos
no
Ag alérgicos
'

i Herencia I I‘ ' —————
Y s i Q —‘\~

K =
? 4% i
i Nemosetacisn CRISIS DE
} i ASMA
— & J

Figura 5 La herencia como factor predisponerte 16

2.1.5 Patogénesis del asma

Los pacientes con asma experimentan crisis de broncoconstriccibn con aumento
de la produccion de un moco espeso que provoca obstruccion bronquial y agrava
la dificultad respiratoria’. Estos pacientes presentan dos fases: La fase temprana
de la respuesta bronquial al antigeno inhalado, la cual involucra a los mediadores
de los mastocitos, y la fase inflamatoria tardia que involucra a los eosindfilos;

ambas fases son dependientes de IgE °.
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La IgE se produce como respuesta inmunolégica a alergenos en individuos
atopicos. Esta proteina se fija a la membrana de las células inflamatorias (células
cebadas, eosinofilos, neutrofilos, macrofagos, monocitos, baséfilos y plaquetas)

por medio de receptores especificos ©’.

Al contactar con un antigeno inhalado inmediatamente se produce la liberacién de
diversos mediadores quimicos, los cuales favorecen la contraccion del musculo

liso o bien promueven o sostienen la inflamacién °’.

Desde hace varias décadas, a través de las necropsias, se conocié la relevante
participacion de la inflamacion de las vias aéreas de los pacientes fallecidos por
un estado asmatico, pero hasta hace 25 afos, se demostro que en el epitelio
bronquial de pacientes asmaticos controlados, asintomaticos y con uso ocasional
de medicamentos, se presenta un desarreglo de la arquitectura del epitelio
bronquial (remodelacidn), angiogénesis y una muy importante infiltracion de

células inflamatorias de la mucosa de las vias aéreas ¢,

Actualmente, se sabe que en la patogénesis se interrelacionan diferentes
componentes anatomicos, celulares, inflamatorios, de remodelacion, neuroldgicos
y bioquimicos, y que todos ellos deben ser abordados en conjunto para explicar

los cambios en la enfermedad " #° (Ver Figura 6y 7) > ®.
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Tapén
Espesamiento de la mucoso Infiltracion edematosa de
membrana basal la mucosa y submucosa
con eosinofilos y células T

Hiperplasia de la
glandula mucosa

Vasorrelajacion

Descamacion Hipertrofia del
del epitelio musculo liso

Figura 6 Cambios patolégicos en el asma. Diagrama de un corte de una via aérea en el asma
severa

Excesiva secrecién de moco

Infiltrado inflamatorio submucoso
con linfocitos y eosindfilos

Engrosamiento de la membrana
basal

Hiperplasia del muasculo liso

Figura 7 Caracteristicas histopatoldgicas del asma bronquial *
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2.1.5.1 Mdsculo liso bronquial

La excesiva contraccion del masculo liso bronquial siempre ha sido considerado

uno de los mecanismos mas importantes del asma °’.

Esta respuesta de
contraccion exagerada puede estar condicionada por varios factores: Liberacion
iones de calcio (Ca®") por el inositol 1, 4, 5-trifosfato (IPs), intervencién de la
enzima protein cinasa C (PKC) y sus mdltiples isoformas en la contraccion
mantenida del masculo liso bronquial in vitro, y puede por tanto ser de particular

importancia en pacientes con asma crénica .

Por otra parte, también se
presentan cambios morfolégicos derivados de factores de crecimiento producidos
en enfermedades respiratorias que originan incremento del engrosamiento del
musculo liso bronquial, debido a hipertrofia (aumento del tamafio de las células) e

hiperplasia (proliferacién celular) ®’.

2.1.5.2 Epitelio bronquial

La traquea y los bronquios tienen cartilago en sus paredes, pero poco musculo
liso. Estan recubiertos por epitelio ciliado que contiene glandulas mucosas y
serosas *°, el cual acta como un mecanismo de defensa del aparato respiratorio,
ya que al no permitir el paso de alergenos inhalados se disminuye la posibilidad de
sensibilizacion en sujetos con factor de riesgo — por ejemplo, la atopia —; sin
embargo, cuando el epitelio se lesiona, se incrementa la permeabilidad, no sélo
favoreciendo a la sensibilizacion del paciente a los alergenos, sino exponiendo a la
superficie epitelial a los receptores de irritacion, facilitando asi a los reflejos
vagales. Como consecuencia del proceso inflamatorio activo del asma, el epitelio
se descama y estas células pueden ser observadas en el esputo de los pacientes
en forma de conglomerados, llamados cuerpos de Creola. Esta denudacion del

epitelio es un factor adicional que favorece el aumento en la permeabilidad °’.
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2.1.5.3 Mecanismos neurales

Las paredes de los bronquios y bronquiolos estan inervadas por el sistema
nervioso autonomo existiendo abundantes receptores f, adrenérgicos en el
epitelio y musculo liso bronquiales. El sistema nervioso adrenérgico posee
terminaciones a y . Los receptores [, adrenérgicos intervienen en la activacion
de la broncodilatacidon, incrementan la secrecion bronquial y favorecen un
adecuado transporte mucociliar, mientras que los receptores al adrenérgicos la

inhiben *°.

Por otra parte, las vias aéreas también poseen inervaciones colinérgicas, las
cuales son las principales responsables de la respuesta broncoconstrictora en las
vias aéreas del humano *°. El sistema nervioso vagal colinérgico inerva el masculo
liso traqueobronquial, a través de la estimulacion de los receptores muscarinicos
por un neurotransmisor — la acetilcolina — produce contraccion, secrecion de moco
por las glandulas y dilatacion de los vasos sanguineos; por lo tanto, los nervios
colinérgicos representan una de las principales vias broncoconstrictoras en el

arbol traqueobronquial del humano °.

Los receptores muscarinicos M;
normalmente inhiben la liberacion de acetilcolina (ACh) en las vias aéreas del

humano y se piensa que en asma estos receptores pueden ser disfuncionales °.

Existe otro sistema con caracteristicas diferentes a los citados anteriormente,
denominado sistema no adrenérgico no colinérgico (NANC), el cual controla la
contraccion del musculo liso bronquial [NANC excitatorio (eNANC) e inhibitorio o
de relajacion (iINANC)] ®*. El neurotransmisor broncodilatador en las vias aéreas ha
sido identificado como el 6xido nitrico (NO°). La liberacién neural del NO® modula la
respuesta neural colinérgica en las vias aéreas humanas in vitro, aparentemente a

través de un antagonismo funcional con la acetilcolina liberada 8.
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2.1.5.4 Células inflamatorias

La interrelacion que existe entre las células es compleja. La activacion y el efecto
es producido por cada una de ellas a través de una amplia gama de mediadores,
tales como: Histamina, heparina, proteasas, factor quimiotactico para eosinoéfilos
(ECF) y factor activador de plaquetas (PAF), cuyos principales efectos son la
vasodilatacién, aumento de la permeabilidad y contraccion del masculo liso *® (Ver

Figura 8) &',

Béasofilo Célula cebada
Liberacion del Mediadores de Produccién de Liberacion del Mediadores de Produccién de
contenido del lipidos derivados citocina contenido del lipidos derivados citocina
granulo de la membrana —— granulo de la membrana
Histamina Leucotrieno IL-4 Histamina Prostaglandinas y ~ Ver tabla 4
IL-13 leucotrienos

Figura 8 Mediadores de la inflamacion

2.1.5.5 Células cebadas

Las células cebadas o mastocitos se encuentran distribuidas, tanto en las vias
aéreas como en el parénquima pulmonar. Existen dos tipos bien diferenciados de
estas células: Las del tipo mucoso y las del tipo conectivo. En los pacientes

asmaticos, las células cebadas de tipo mucoso son las predominantes®.
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Las células cebadas de asmaticos muestran caracteristicas diferentes de las de
los sujetos sanos: Incremento en el numero y mayor facilidad para ser estimuladas

y, por tanto, degranuladas .

Cuando el estimulo se realiza a través de la interaccién de un antigeno con las IgE
de su superficie, entonces, el mecanismo es de tipo inmunolégico; de la misma
manera, puede ser estimulada no inmunoldgicamente a través de mediadores de
estimulacion directa, por ejemplo, el factor liberador de histamina y la

acetilcolina®®.

La célula cebada actia como un importante reservorio de mediadores quimicos
preformados, pero a la vez con la capacidad de sintesis de novo de otros mas; y
por otra parte, posee un gran potencial de degranulacion; son las primeras células
en activarse y desencadenar la respuesta asmatica temprana, e influyen de
manera directa en el inicio y mantenimiento de la respuesta asmatica tardia a
través de la liberacién de factores quimiotacticos de otras células inflamatorias .
(Ver Tabla 4 y 5) %,

Tabla 4 Mediadores del proceso inflamatorio provenientes de células cebadas 81

Clases Mediador Efectos
) ) Vasodilatacion, permeabilidad vascular, prurito, tos,
Histamina o
broncoconstriccion, rinorrea.
Preformados i _ _ —
Proteasas | Vasodilatacion, permeabilidad vascular, broncoconstriccion.
Heparina
LTC,4 Broncoconstriccion, vasodilatacion, permeabilidad vascular.
) LTB4 Quimiotaxia de leucocitos.

Derivados de i _ _ —
. Vasodilatacion, permeabilidad vascular, broncoconstriccion,
lipidos PGD, y

secrecion de moco.
PAF Broncoconstriccion, quimiotaxia de leucocitos.

LT = Leucotrieno; PG = Prostaglandina; PAF = Factor activador de plaquetas
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Tabla 5 Células reclutadas durante la inflamacion
Células Mediadores Efectos

Proteina basica mayor, ECP,
Eosinofilo EDNT, LTCy, IL-1, IL -6,
GM — CSF, superoxido.

Exfoliacion epitelial, broncoconstriccion,

estimulacién de la inflamacion.

Linfocito T Diversas citocinas. Estimulacién de la inflamacion.
Basofilo Histamina, LTC,, IL — 4. Broncoconstriccion.
) TNF — a, superoxido Dafio tisular, quimiotaxia, broncoconstriccion,
Macréfago y
proteasas, LTB,4, PGD,. secrecion de moco.

ECP = Proteina cationica eosinoéfila; EDNT = Neurotoxina derivada de eosindfilos; LT = Leucotrieno; IL =

Interleucina; GM — CSF = Factor estimulante de colonias de granulocitos / macréfagos; TNF = Factor de necrosis

tumoral; PG = Prostaglandina.

2.2 Estrés oxidativo

El asma es un padecimiento inflamatorio cronico de las vias respiratorias. Uno de
sus componentes es la generacion y participacion de las especies reactivas del
oxigeno (ERO) y del nitrégeno (ERON), que constituye en la actualidad un motivo
de preocupacion debido a que estos radicales libres son generados durante el
proceso asmatico por diferentes células del aparato respiratorio, por leucocitos y
plaquetas, ocasionando gran parte de los dafios estructurales y funcionales los

cuales contribuyen a la condicién de estrés oxidativo asociado al asma ** "3

La generacion de ERO y ERON forma parte del proceso inflamatorio
contribuyendo a las alteraciones que se presentan durante el asma, aunque la
generacion de estos radicales también puede llevarse en forma independiente del
proceso inflamatorio, dado que forman parte de respuestas fisiologicas

autorregulatorias del organismo *.

El concepto especies reactivas de oxigeno (ERO) incluye a los radicales libres de
este elemento y a ciertos agentes oxidantes facilmente convertibles en radicales
(por ejemplo, HOCI, HOBr, O3, ONOO’, H,0,). En otras palabras, todos los

radicales libres de oxigeno son ERO, pero no todas las ERO son radicales libres
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de oxigeno, sin embargo todos se forman por la reduccién incompleta del oxigeno

molecular °’.

Las ERO (peroxido de hidrogeno; H,O,, anién superoxido; O,s y el radical
hidroxilo; HO¢) y las ERON (6xido nitrico; NOe y peroxinitrito; ONOO™) contribuyen

a los cambios inflamatorios en las vias respiratorias de los pacientes asmaticos 2.

En apoyo a esta observacion se ha demostrado que los niveles altos de las ERO
inducen modificaciones estructurales por oxidacion en las proteinas de las vias

aéreas de los asmaticos 2.

Casi todos los padecimientos pulmonares estan relacionados con procesos
inflamatorios, presentando niveles téxicos de ERO y ERON 2. En condiciones
fisiologicas, la mitocondria es la fuente mas importante de la generacion del anion
superoéxido (Oz¢7). Otra fuente para la generacion de este radical se realiza como
parte del estallido respiratorio de los leucocitos a través de la activacion de la
enzima membranal NADPH oxidasa; en este caso, el radical representa un
potente agente microbicida generado por neutroéfilos, eosindfilos, monocitos y

macréfagos 2.

La mayor parte del O,*~ generado in vivo es dismutado lentamente en un proceso
no enzimatico o rapidamente en un proceso catalizado por las enzimas superoxido
dismutasas (SOD) dando lugar a la formacion de peroxido de hidrogeno (H205). El
peroxido de hidrégeno también puede ser generado por la xantina oxidasa o por la
amino oxidasa. Una vez formado el H,O,, su capacidad oxidante puede ser
amplificada por la peroxidasa de los eosinéfilos (EPO) y la mieloperoxidasa (MPO)

de los neutréfilos (Ver Figura 9) *.
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PO

10Nt Ny ":
}:*I'_/ + NO; w_ fe'ld

Figura 9 Eventos oxidativos y nitrosantes en el asma %

Cuando la generacion de especies reactivas supera a los mecanismos
antioxidantes de regulacién, se presenta el estado metabolico de estrés oxidante,
el cual se define como el desbalance entre los sistemas oxidantes y antioxidantes

a favor de un dafio potencial > %.

2.3 Oxido nitrico

Los mondxidos de nitrdgeno pueden existir en tres formas, segun el estado de
oxidorreduccion del nitrégeno: el cation nitrosonio (NO™), el 6xido nitrico (NO") y el

anién nitroxilo (NO™) %°.

El 6xido nitrico posee un electrén no pareado en su estructura molecular (en un
orbital molecular =), por lo que no se considera un radical libre ?°. A temperatura
ambiente, el NO" es un gas y su solubilidad en el medio acuoso es similar a la del
oxigeno, pero ésta se incrementa de 6 a 8 veces en medios y disolventes no
polares, lo que le permite difundir con gran facilidad a través de membranas

biologicas ?°. Ademas, es una de las moléculas mas pequefias, simples, ubicuas y
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con actividad biolégica que existen en la naturaleza ?°. El éxido nitrico (NO) no
s6lo es uno de los factores mas importantes que regulan el tono de los vasos
sanguineos, sino que también participa a manera de segundo mensajero en
multiples procesos tanto fisiolégicos como patolégicos 2°. EI NO® ejerce sus efectos
directamente uniéndose al grupo hemo®, por ejemplo al de la enzima Guanilil

ciclasa soluble para activarla y sintetizar el nucleétido ciclico GMPc %°.

Adicionalmente y de manera indirecta, el NO tiene otros efectos cuando reacciona
con otras moléculas, tales como el oxigeno (Oy), el anién superéxido (0;7), y
grupos sulfhidrilos (SH), formando trioxido de dinitrogeno (N2Os), peroxinitrito
(ONOO") y S—nitrosotioles (RSNO), respectivamente *°.

2.3.1 Biosintesis

La biosintesis del 6xido nitrico es catalizada por la enzima oOxido nitrico sintasa
(NOS, nitric oxide synthase), cuyo nombre sistematico es L—arginina, NADPH:
Oxigeno oxidorreductasa (formadora de Oxido nitrico), la cual utiliza L—arginina,
NADPH y oxigeno como cosustratos y FAD (flavin adenin dinucleétido oxidado),
FMN (flavin mononucleétido), grupo hemo vy tetrahidrobiopterina (6—R—
tetrahidrobiopterina, H4B) como cofactores, y sus productos: La citrulina, el 6xido
nitrico y agua. El nitrégeno del 6xido nitrico proviene del grupo guanidino de la L—

arginina %°.

El mecanismo de reaccion aceptado involucra dos reacciones secuenciales del
tipo de las monooxigenasas: En la primera, uno de los atomos de oxigeno
molecular esta presente en el intermediario N-hidroxi—L—arginina y el otro en el
agua; mientras que en la segunda reaccion, los atomos de otra molécula de
oxigeno se distribuyen uno en la citrulina resultante y otro en la segunda molécula

de agua (Ver Figura 10) %°.
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NADPH

Figura 10 Reaccion catalizada por la 6xido nitrico sintasa. Se realiza en 2 etapas: 1) Uno de los
atomos del oxigeno molecular se queda en el intermediario NG—hidroxi—L—arginina yelotroenla
molécula del agua; 2) un atomo de otra molécula de oxigeno queda en el producto L—citrulina y el

otro en la segunda molécula de agua. EI NO" proviene del grupo hidroxilamino del intermediario

N®-hidroxi-L—arginina *°

2.4 Grupos sulfhidrilos

Todas las células tienen un tiol llamado glutation el cual protege a las células de
oxidantes dafinos; los analogos de azufre de los alcoholes (ROH) son los tioles
(RSH). La nomenclatura substitutiva de la IUPAC (Union Internacional de Quimica
Pura y Aplicada) de los tioles se hace agregando el sufijo —tiol al nombre del
alcano correspondiente, numerando la cadena en la direccion que da el localizador
menor al carbono que lleva el grupo —SH. Como con los dioles, se conserva la —0
final del nombre del alcano. Cuando el grupo —SH se nombra como un
sustituyente, se llama grupo mercapto. También se conoce con frecuencia como
grupo sulfhidrilo, pero éste es un término genérico que no se usa en la

nomenclatura sistematica ’.

El enlace S—H es menos polar que el enlace O—H, la polaridad menor del enlace
S—H, en especial la disminucion del caracter positivo del protdn causa que estén

ausentes los puentes de hidrégeno en los tioles ’.
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A pesar que los enlaces S—H son menos polares que los enlaces O—-H, los tioles
son mas acidos que los alcoholes. Esto se debe en gran medida a que los enlaces

S—H son més débiles que los enlaces O-H .

La oxidacidbn mas importante es la conversion de tioles a disulfuros. Aunque se
dispone de una variedad de agentes oxidantes para esta transformacion, ocurre
con tanta facilidad que los tioles se convierten lentamente en disulfuros por el
oxigeno en el aire. Los ditioles forman disulfuros ciclicos por formacion de un
enlace intramolecular azufre—azufre. Los enlaces S-S en los disulfuros son
intermediarios en fuerza entre los enlaces covalentes tipicos e interacciones mas
débiles como los puentes de hidrégeno. Por tanto, los enlaces S-S proporcionan
mas estabilidad estructural que un puente de hidrogeno, pero pueden romperse

mientras dejan intacta la estructura covalente ’.

Las formas tridimensionales de muchas proteinas estan regidas y son
estabilizadas por enlaces S-S que conectan lo que ordinariamente serian

segmentos remotos de la molécula ’.

2.4.1 Estructuray biosintesis del glutation (GSH)

El y—glutamil—cisteinil—glicina, también llamado glutation (GSH), es un tripéptido el
cual se sintetiza mediante el ciclo del y—glutamilo del metabolismo del glutatién y
esta sintesis es dependiente de la disponibilidad de cisteina en el medio. Su
sintesis se realiza en dos pasos, catalizados por reacciones ATP-dependientes
(Ver Figura 11y 12) #4748 79.83
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v-Glu Cys Gly . .
I r ] 1 7-Glu-Cys-Gly
|
“NH3 o () S
[ 1" 1 |
OOC-CH-CHz- CH2-C- N-CH-C-N-CH>-COO S
(' | |
H CH:; H v-Glu-Cys-Gly
|
SH
Glutation oxidado (GSSG)

Glutation reducido (GSH)

Figura 11 Estructura del glutation reducido (GSH) y del glutatién oxidado (GSSG) *

El primer paso consiste en una condensacion del grupo y—carboxilo del acido
glutdmico con el grupo a—amino de la cisteina. El grupo carboxilo es activado en
un principio por el ATP (adenosin trifosfato) para dar lugar a un intermediario del
tipo fosfato de acilo, que a continuacion es atacado por el grupo amino de la

cisteina (Ver Figura 12 y Reaccion 1) **5% 18,

L-Glu— + L-CySH + ATP < y—L-GIuCySH + ADP + Pi (Reaccion 1)

En el segundo paso es activado el grupo a—carboxilo a la cisteina a una forma de
fosfato de acilo que permite la condensacion con la glicina (Ver Figura 12 y

Reaccién 2) 4°°0.5%. 83

v—GIluCySH + Gly + ATP « GSH + ADP + Pi (Reaccion 2)

Las reacciones del ciclo estan catalizadas por: (1) y—glutamilcisteina sintetasa, (2)
glutation sintetasa, (3) y—glutamil transpeptidasa, (4) y—glutamil ciclotransferasa,

(5) 5—oxoprolinasa y (6) una proteasa intracelular (Ver Figura 12) .
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Figura 12 Sintesis del glutation como parte del ciclo del y—glutamilo del metabolismo del glutation 8

2.4.2. Funciones del GSH en la célula

El GSH es el mayor componente sulfhidrilo no proteico en las células de
mamiferos, presente a concentraciones de 0.5-10 mmol/L. Es un tiol libre
intracelular que tiene importantes funciones biolégicas como son: Durante la
proliferacion celular, transporte de aminoéacidos, sintesis de proteinas y ADN
(adcido desoxirribonucléico), reduccion de disulfuros y otros grupos quimicos,

proteccion celular contra la oxidacién y como reserva de cisteina %% 5% %2,

El GSH celular juega un papel clave en dichos procesos biolégicos, pero,
notablemente, en la proteccion de las células contra la oxidacion, ya que el grupo
sulthidrilo (SH) es un fuerte nucledfilo, y confiere proteccion contra el dafio

causado por oxidantes, neutréfilos y radicales libres 2.
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2.4.3 Accion redox del GSH (funcién antioxidante)

El GSH presente en elevadas concentraciones (~5 mM) en las células animales,
actta como amortiguador de los grupos sulfhidrilo. Pasa ciclicamente de una
forma de tiol reducido (GSH) a una forma oxidada (GSSG), en la cual los dos
tripéptidos estan unidos por un puente disulfuro. Esta reaccion esta catalizada por
la glutation peroxidasa (GSH-Px), una enzima que tiene la peculiaridad de
contener un atomo de selenio (Se) unido covalentemente en forma de seleno—

cistefna, que resulta esencial para la actividad enzimatica (Ver Figura 13) %.

Glutation peroxidasa

2 GSH + R-O-O-H » GSSG + Hy0 + R-OH

Figura 13 Oxidacion del GSH *

El GSH puede considerarse como una especie de amortiguador redox, el cual
ayuda a mantener a los grupos sulfhidrilos de las proteinas en su forma reducida y
el hierro del grupo hemo en forma de ion ferroso (Fe®"), a la vez que acttia como
un agente reductor para la glutarredoxina. Su accion redox puede utilizarse
también para la eliminacién de los peroxidos toxicos que se forman durante el

crecimiento y en el metabolismo en condiciones anaerébicas .
El GSSG es reducido de nuevo a GSH por una glutation reductasa, una

flavoproteina que utiliza NADPH (nicotinamin adenin dinucledtido fosfato reducido)

como donador de electrones (Ver Figura 14) >
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Glutation reductasa

GSSG + NADPH + H* <> 2GSH + NADP+

Figura 14 Reduccion del GSSG

El GSH es un antioxidante intracelular critico, debido a su relativa abundancia y
capacidad para ciclar rapidamente entre la forma reducida (GSH) y oxidada
(GSSG). Tipicamente, la mayoria (> 90 %) del total del glutation intracelular (GSH
+ GSSG) se encuentra como GSH. El balance entre GSH y GSSG se mantiene a

través de un rapido reciclaje del GSSG a GSH via GSSG reductasa 2.

Durante periodos de estrés oxidativo, el GSH elimina el exceso de radicales libres
intracelulares y, por oxidacion del grupo tiol de su residuo de cisteina, se oxida a
GSSG mediante la accion de la GSH-Px (glutation peroxidasa), que

posteriormente se vuelve a convertir a GSH via GSSG reductasa *°.

2.4.4 Vias metabolicas del GSH en las células

El GSH y sus conjugados se degradan extracelularmente en un proceso de dos
etapas, la primera de las cuales es catalizada por la y—glutamil transpeptidasa

(GGT) y transfiere el grupo y—glutamil a un aceptor apropiado “* 83,

El GSH es la mayor fuente de equivalentes reductores intracelulares no proteicos
para muchos procesos biosintéticos y también es un conjugante para el
metabolismo de los eicosanoides (hepoxilinas, leucotrienos y prostaglandinas) y

muchos carcinégenos y toxinas “% &.
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El rindn y el higado secretan grandes cantidades de GSH, el cual se divide en sus
aminoacidos constituyentes mediante la accion secuencial de la GGT y una
dipeptidasa, siendo entonces reabsorbidos y usados en muchas reacciones

intracelulares que incluyen la resintesis de GSH “°.

En la secrecion renal, el GSH sintetizado intracelularmente a partir de la cisteina,
se transporta al interior del tubulo renal y se oxida a GSSG, rompiéndose
posteriormente por la y—glutamil transpeptidasa y la dipeptidasa, liberando cistina

dentro del tabulo %’.

La enzima unida a la membrana, la GGT, esta posiblemente implicada en la
sintesis de GSH a través de su funcidn en la captacion de aminoacidos. Se cree
gue esta enzima transfiere el grupo y—glutamil del GSH extracelular a un
aminoacido extracelular; entonces, el aminoacido y—glutamil es transportado al
interior de la célula. La actividad de la enzima debe ser un factor tasa limitante en
el transporte de un numero de aminoacidos, incluyendo la cisteina y en el

mantenimiento de los niveles celulares de GSH *2.

El GSH previene la apoptosis y mantiene la viabilidad celular; las células privadas
de GSH son mas propensas a sufrir estrés oxidativo, porque su equilibrio redox
esta alterado y se ve perjudicada su capacidad para eliminar o detoxificar los
diversos agentes ERO intermediarios que se forman en el metabolismo celular
normal .

Algunas células, mayoritariamente los hepatocitos, pueden liberar GSH reducido a
través de transportadores especificos, manteniendo un nivel constante de GSH en

la corriente sanguinea *.

Las diferencias fisiologicas en el transporte de GSH en los dos polos de los
hepatocitos sugirieron la existencia de dos sistemas distintos de transporte,

posiblemente codificados por genes diferentes .
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2.4.5 S—nitrosacion como proceso de regulaciéon

La reaccion reversible de S—nitrosacion por derivados del NO°, se ha considerado
un posible mecanismo de control de la actividad biolégica de diversas proteinas;
muchas de ellas, como enzimas, canales idnicos y factores de transcripcion,
pueden ser modificadas in vitro mediante S-nitrosacidon en sus residuos de
cisteinas. Aunque se desconoce si tal reaccion constituye un mecanismo para
regular la actividad biolégica de proteinas in vivo, existen evidencias que apoyan

esta hipétesis % %°.

Algunos ejemplos de la modificacion de proteinas por S—nitrosacion son: Inhibicion
reversible de la gliceraldehido 3—fosfato deshidrogenasa, inhibicién de la actividad
de la caspasa—3 y de la apoptosis, activacion del canal de potasio dependiente de
calcio (Kca) en musculo liso y del canal liberador de calcio cardiaco (CRC), y la

activacion de la proteina 2°p21™.

En el pulmén el S—nitrosoglutation (GSNO) juega un papel importante en la
fisiologia de este 6rgano y existen evidencias importantes de que su concentracion
se encuentra disminuida en las vias aéreas de pacientes con asma,
probablemente por una elevada actividad de la enzima S-nitrosoglutation
reductasa (GSNOR); hecho que se ha vinculado con los episodios de bronco

constriccién que se presenta en el asma ® ®.

La albumina de suero de bovino (BSA), aunque posee soélo un grupo sulfhidrilo,
constituye la fuente mas abundante de tioles en el plasma sanguineo, ya que su
concentracion en este fluido es de ~0.5 mM. Su nitrosotiol correspondiente (BSA—
SNO) tiene una vida media de ~24 horas en solucién amortiguadora de fosfatos a
pH 7.6 y a pesar de que la concentracion de NO® en el plasma sanguineo es de ~4
nM, la de BSA-NO es de ~5 uM, lo que representa alrededor de 80% de todos los

nitrosotioles plasmaticos *°.
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El hecho de que la administracion de inhibidores de las 6xido nitrico sintasas
reduzca la concentracion de nitrosotioles plasmaticos en animales de
experimentacion, apoya la hipotesis de que estos aductos son sintetizados in vivo
a partir del NO® formado enziméaticamente *. Ademas, el suministro de BSA—SNO
a animales de experimentacion, produce efectos similares a los del NO, por
ejemplo, inhibe la agregacion plaquetaria, la vasorrelajacion y disminuye la presion
arterial, hechos que sugieren la existencia de un significado fisiolégico para la BSA
— SNO %,

Otra proteina considerada como reservorio de NO® es la hemoglobina (Hb), la cual
se encuentra en los eritrocitos, donde interviene en el intercambio y transporte de
oxigeno, también es capaz de nitrosarse in vitro e in vivo en su cisteina 93
presente en sus dos subunidades f (cys—p93), formando el nitrosotiol

correspondiente Hb—SNO %,

Resulta interesante que la Hb—SNO se encuentra en una concentracion diez veces
mayor en los eritrocitos de sangre arterial (~0.3 uM) que en los de sangre venosa
(~0.03 uM); asimismo, la facilidad de liberacién de NO por parte del nitrosotiol de
la desoxihemoglobina (Hb—SNO) es mayor que la del nitrosotiol de la
oxihemoglobina (HbO,—SNO). Este hecho, aunado a otras evidencias
experimentales, ha originado la hipotesis de que los nitrosotioles de hemoglobina
tienen la funciébn de aumentar la perfusion sanguinea en los tejidos con bajas
concentraciones de oxigeno, mediante la liberaciobn de NO' en esas regiones;
otras proteinas son capaces de ser nitrosadas en grupos sulfhidrilos, sin embargo,
estas modificaciones se han relacionado mas con procesos de regulacion que con

una funcién de transporte o de reservorios de 6xido nitrico .
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2.4.6 Sistemas enzimaticos que liberan o destruyen el 6xido nitrico del

S—nitrosoglutation

Los S—nitrosotioles (RSNO) son formados via S—nitrosacion (también llamada S—
nitrosilaciéon) de tioles (RSH), por el 6xido nitrico (NO") en condiciones aerobias,
donde reaccionan con equivalentes nitrosonios (NO") o por medio de la reaccion

de transnitrosacién entre un tiol (RSH) y un S—nitrosotiol (RSNO) preformado .

Debido a que los S-—nitrosotioles (RSNO) pueden liberar 6xido nitrico (NO’) y
tienen un tiempo de vida media mucho mayor que el NO’, han sido propuestos
como reservorios estables para el almacenamiento y transporte de éxido nitrico

(NO"), haciendo posible que este segundo mensajero actue a distancia 2> .

Adicionalmente, los RSNO se han implicado en las acciones biolégicas complejas
del NO’, por ejemplo, los nitrosotioles tanto proteicos como no proteicos (tales
como S-—nitrosoalbumina S—nitrosoglutation, respectivamente), tienen muchos de
los efectos del NO’, tales como vias de sefializacion, neurotransmision, respuesta
inmune no especifica, vasorrelajacién e inhibicién de la agregacion plaquetaria .
Sin embargo, algunas de estas actividades no son dependientes de la liberacion
del NO', pero si de la S—nitrosacién de proteinas especificas ** #8. De hecho, la S—
nitrosacion de proteinas se ha propuesto como una nueva modificacion post—
traduccional de proteinas que regula la actividad de enzimas, proteinas

estructurales y/o factores de transcripcion ** ’°,

Ademas de la liberacién espontanea del NO® a partir de los S—nitrosotioles, los

sistemas enzimaticos con actividades de liberacién de NO™ han sido propuestos

desde principios de la década de los 90's %%,

Hoy en dia, muchas enzimas con estas actividades han sido documentadas,

62, 87

incluyendo la tiorredoxina "> ’®, la protein disulfuro isomerasa (PDI) y la S—

nitrosoglutaion reductasa (GSNOR) **.
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La PDI es una proteina homodimérica ampliamente distribuida en los tejidos
eucarioticos y su funcidon mas estudiada es la isomerizacion y rearreglo de puentes
disulfuro en proteinas, facilitando el adecuado plegamiento de las proteinas
emergentes en el reticulo endoplasmico *°. La PDI ha sido encontrada en la
superficie de las células de los mamiferos y en plaquetas, por lo cual se le conoce

como PDI de la superficie celular (csPDI) ® ' 3¢ donde interviene en las

propiedades de adhesién celular de la trombospodina ®

y en la activacion y
agregacion de plaquetas * ** '* 3° Ademas de la actividad de intercambio de
disulfuros, la PDI también cataliza reacciones involucradas en el metabolismo del
NO’ y de los S—nitrosotioles, llamadas transnitrosaciones y liberacién de NO® %% ¢
87 Estas actividades han sido involucradas en la transferencia de NO' desde S—
nitrosotioles extracelulares como son el S—nitrosoglutation y la S—nitrosoalbumina

a sulfhidrilos intracelulares © %% 96,

Otro sistema enzimatico que utiliza al S—nitrosoglutation, es la S—nitrosoglutation
reductasa (GSNOR). Este sistema enzimatico cataliza la inactivacion del S—
nitrosoglutation (GSNO) dependiente de NADH y glutation, y es evolutivamente
conservado de bacteria a humano *'. Esta enzima es especifica para el GSNO y
NADH, amoniaco (NH3) y glutation oxidado (GSSG) son los subproductos

principales (Ver Reaccion 3) *%.

GSNO + GSH + 2NADH + 2H" — GSSG + 2NAD" + H,0 + NH3 (Reaccion 3)

A pesar de que la enzima es especifica para GSNO, se ha propuesto que
interviene en el control de los niveles intracelulares tanto de GSNO y proteinas S—
nitrosadas y que protege contra el estrés nitrosante **. También la GSNOR ha sido
identificada como la formaldehido deshidrogenasa (GS—FDH) dependiente de

glutatién y con la alcohol deshidrogenasa clase Il (ADH 111) 33 4% 70,
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Se ha propuesto que el significado fisiologico de la GSNOR es la homeostasis de
S—nitrosotioles, con un papel protector contra el estrés nitrosante cuando un

exceso en la produccién de NO' esta presente **, como en el shock por sepsis *.

Sin embargo, en pacientes con asma ha sido reportado un incremento en el NO’
exhalado como un resultado del proceso inflamatorio asociado a las vias aéreas,

pero con una disminucién en los niveles de S—nitrosoglutatién 2.

Debido a que el GSNO es un importante broncodilatador de las vias aéreas, los
niveles reducidos de este S—nitrosotiol se han involucrado en la fisiopatologia de la
broncoconstriccién asociada al asma %> ®*. Los niveles bajos de GSNO en el asma,
en un principio fueron propuestos como resultado de un incremento en la
descomposicién enzimética de este nitrosotiol **, una hipétesis que fue sustentada
mas tarde en un modelo animal de esta enfermedad, en el cual también se

demostré un incremento en la actividad de la GSNOR .

A pesar de que esta bien documentado el papel de los S—nitrosotioles y la
actividad de la PDI en la fisiologia de la plaqueta, no hay informacion acerca de la

actividad de la GSNOR en estas células anucleadas .

2.5 Plaquetas

Las plaguetas son pequefios elementos sanguineos anucleados (1-3 pm), con
una membrana celular que se invagina formando los llamados sistemas canicular
de superficie abierto y el tubular denso. El primero constituye una serie de canales
abiertos hacia el espacio exterior que facilitan el proceso de secrecion y permiten
el acceso de sustancias hacia el interior de la plaqueta. El sistema tubular denso
se forma de componentes del reticulo endoplasmico del megacariocito y
constituye el sitio principal de almacenamiento de calcio (Ca®"). Inmediatamente,
por debajo y alrededor de toda la membrana plasmatica, se presenta un haz
microtubular y una red de microfilamentos con propiedades contractiles que

constituyen el citoesqueleto de la plaqueta (Ver Figura 15). En el citoplasma
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plaquetario se encuentran mitocondrias, peroxisomas, lisosomas, particulas de
glucégeno y diferentes tipos de numerosos granulos. Los granulos densos
contienen ADP, ATP, serotonina y calcio (Ca®"), mientras que los llamados
granulos a (los mas numerosos), contienen sustancias vasoactivas y diversas
proteinas, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento transformante $ (TGF-f), B—tromboglobulina (B—TG), fibrinégeno, los

factores de coagulacién V y VIl y proteinas de adhesion .

Lisosomas
»Hidroxilasa Reticulo sarcoplasmico

»Sistema tubular denso
»Sistema canicular de superficie

Grénulos densos
»>ATP, GMP
»Serotonina

»>ADP
Glucégeno

» a-granulos

»>Pf
>F4, 8-TBG
» P-selectina

» Factor de crecimiento
> VWF
» Fibrinégeno, FV, FVII

Mitocondrias

Figura 15 Esquema de la plaqueta humana "

Las plaquetas son los principales efectores de la hemostasis y la trombosis en
humanos y otros mamiferos; es decir, en el control de la coagulacion de la sangre
(Ver Figura 16) '°. Estas se adhieren a la matriz sub—endotelial expuesta y se
agregan en respuesta a sefales protrombéticas, contribuyendo a la formacion de
coagulos de plaqueta—fibrina, los cuales son criticos para la cicatrizacion de
rupturas vasculares, fundamentalmente en la reparacion de lesiones en los vasos
sanguineos ®. Sin embargo, las plaquetas también participan activamente en
otros procesos, como los asociados a la inflamacion, a través del metabolismo y
liberacion de mediadores de inflamacién como son tromboxanos — particularmente

TxA;, — Yy leucotrienos, ambos con propiedades bronco—constrictoras. Las
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plaquetas se encuentran activadas debido a su estimulacion por el factor activador

de plaquetas (PAF) proveniente de otras células inflamatorias. Un ejemplo de este

Inflamacion Aterosclerosis

Reclutamiento de leucocitos Enfermedad cardiovascular

proceso es el asma bronquial %,
1
1
Hemostasis | Trombosis
1
1
Remodelacion tisular 1 EPOC
Asma
Defensa innata Plaquetas
Diabetes
1
1
1
1
1

Figura 16 Procesos fisiol6gicos y patoldgicos en los que las plaquetas estan involucradas %0

Desde hace mas de 20 afios se tienen evidencias de la posible participacion de las
plaquetas en el asma y estudios mas recientes han demostrado que intervienen de
manera importante en el reclutamiento de células leucocitarias en el pulmon de
individuos con este padecimiento “°. Una de las primeras evidencias de la posible
participacion de las plaguetas en el asma surge a partir del descubrimiento de la
existencia de grandes cantidades de megacariocitos en biopsias de pulmon,
obtenidas de pacientes fallecidos por status asthmaticus, y de la presencia de
agregados plaquetarios con fibrina en la superficie luminar de las vias aéreas
dafiadas de estos pacientes * “°. Consistente con esta teoria, otros estudios han
mostrado activacion plaquetaria, tanto en lavados broncoalveolares como en
sangre periférica de pacientes alérgicos con asma. Ademas, es muy importante el
papel de las plaquetas en la adhesion y el reclutamiento de los leucocitos en el
asma bronquial; las plaquetas son requeridas para el reclutamiento de leucocitos
en las vias aéreas en modelos experimentales de asma bronquial y hay una
interaccion entre leucocitos, plaquetas y células del endotelio vascular en esta

enfermedad 2% %3,
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3. Parte experimental

3.1 Disefio del estudio

El presente estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Bioquimica Inorganica del
Departamento de Investigacion en Bioquimica y Medicina Ambiental en
colaboracion con la Clinica de Asma y el Banco de Sangre del Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias (INER), "Ismael Cosio Villegas”, cumpliendo con
los lineamientos de la Declaraciéon de Helsinki y la Guia de Buenas Practicas

Clinicas.

El protocolo y el consentimiento informado fueron revisados y aprobados por el
Comité Cientifico y de Bioética del INER. Todos los pacientes firmaron el informe

de consentimiento previo a la realizacion de cualquier estudio del protocolo.

El disefio de este estudio es comparativo, descriptivo y transversal; donde se
incluyeron pacientes con asma provenientes de la Clinica de Asma y el grupo

control proveniente del Banco de Sangre.

Los criterios de inclusion del grupo de asma fueron: Pacientes con cualquier clase
de asma, mayores de 10 afios, ambos sexos, que no hayan estado en tratamiento
con esteroides sistémicos y que no hayan participado en algun protocolo de

investigacion en los ultimos tres meses previos al estudio.

Los criterios de inclusion del grupo control fueron: Sujetos que cumplieron con las

caracteristicas clinicas del Banco de Sangre.
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Los criterios de no inclusién fueron: Se excluyeron pacientes con diagnéstico de
neuropatia, retinopatia, hepatopatias, hipotiroidismo, hipertiroidismo, pacientes
con tratamiento de esteroides sistémicos en los ultimos tres meses previos al

estudio, pacientes con infeccion activa, con diagndéstico de cancer y VIH positivo.

Se eliminaron aquellos pacientes y controles cuyas muestras no hayan sido

analizadas por estar hemolizadas o lipémicas.

3.2 Equipos

Balanza OHAUS (2 kg-5 Ib de capacidad), balanza electronica SCALTEC (d =
0.001 g), balanza analitica electronica OHAUS Analitycal Plus, espectro UV-
Visible Genesys 10 uv, espectro UV-Visible BECKMAN COULTER DU 800
SPECTROPHOTOMETER, centrifuga para tubos de ensayo SOLBAT, centrifuga
refrigerada para tubos Epperndorff BOECO Germany U-32R, potenciometro
CONDUCTRONIC pH 120, parrilla de agitacion CIMAREC Barnstead Thermolyne,
parrilla de agitacion NUOVA STIRRER Thermolyne, agitador VORTEX GENIE-2.

3.3 Preparacion de soluciones y de las muestras

En el apéndice se describe el procedimiento para la preparacion de soluciones y

de las muestras.

3.4 Procedimiento

En el Diagrama 1 se presenta la metodologia que se desarrollé6 en el presente
estudio, la cual comprende la obtencion de las muestras de eritrocitos, plasma
sanguineo y plaquetas de sangre periférica obtenida tanto de individuos sanos

provenientes del Banco de Sangre (grupo control) como de pacientes con asma
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provenientes de la Clinica de Asma (grupo de asma), los cuales son atendidos en
el INER. A dichas muestras se les determinaron los grupos sulfhidrilos totales, no
proteicos y proteicos mediante el reactivo de Ellman (acido 5, 5'—ditiobis—2—
nitrobenzoico), también se les midid la actividad de la enzima S—nitrosoglutation
reductasa (GSNOR) en plaguetas por un método espectrofotométrico, utilizando

S—nitrosoglutation y NADH como sustratos (para mayor informacion, ver el

Apéndice).
Muestra del grupo control
y del grupo con asma
(anticoagulante EDTA)
N A
Eritrocito Plasma Plaqueta
sanguineo
< HbO, <« Proteinas <—| 10° plaquetas
A Y
Sulfhidilos Sulfhidilos Sulfhidilos
totales totales totales
I I I
Sulfhidrilos Sulfhidrilos Sulfhidrilos
no proteicos no proteicos no proteicos
I | I
Sulfhidrilos Sulfhidrilos Sulfhidrilos
proteicos proteicos proteicos

Mediciéon de la
enzima GSNOR

\
Anélisis
de datos

Diagrama 1 Metodologia empleada
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3.5 Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante prueba de Kolmogorov—Smirnov para evaluar el
comportamiento de distribucion normal de los datos, posteriormente se utilizo la
prueba de U-Mann-Whitney para poder observar las diferencias entre los grupos
y también se utilizo la correlacion de Spearman, considerando una significancia de
p < 0.05. Se empled el programa Prisma 3.02 (Graph Pad, San Diego, CA, USA).
Para la realizacion de las bases de datos, calculos y regresiones lineales, se

empleo el programa Microsoft Excel 2002 (Microsoft Corporation).
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4.1Caracteristicas generales del grupo de asma

4. Resultados y discusion

En la Tabla 6 se presentan las caracteristicas generales del grupo de asma.

Tabla 6 Caracteristicas generales del grupo de asma

Grupo

Edad

Hombres
(%)

Mujeres
(%)

Talla

(m)

Peso
(kg)

IMC
(kg/m?)

Grado de
obesidad

FEV,
(%)

IgE
(Ul/mL)

N° de
plaqueta X
10°/ mm®

Asma

58

45+35
(10-76)

22.4

77.6

1.57

67.96

27.6

Grado |
(Sobrepeso)

69.7
(Regular)

231.07
(Elevada)

281.21

(Normal)

En el presente estudio se consideraron dos grupos: El grupo control proveniente

del Banco de Sangre y el grupo de asma proveniente de la Clinica de Asma. Con

respecto al género, en el grupo control predomina el sexo masculino y en el grupo

de asma el sexo femenino (Tabla 7, Pagina 47).

4.2 Contenido de sulfhidrilos en el eritrocito, en la plagueta y en el plasma

sanguineo

Como un parametro de estrés oxidativo asociado al asma, se estudiaron las

posibles alteraciones en los grupos sulfhidrilos (totales, proteicos y no proteicos)

en eritrocito, plaqueta y plasma sanguineo para el grupo control y el grupo de

asma. El procedimiento y la memoria de calculo se desarrollan en el Apéndice.
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4.2.1 Contenido de sulfhidrilos en el eritrocito humano

En la Figura 17 se muestra la comparacion entre el grupo control y el grupo de
asma para la determinacion de sulfhidrilos totales en eritrocito referidos por

cantidad de hemoglobina. No se encontro diferencia significativa entre el grupo
control y el grupo de asma.

200 -

100 4

nmolirmal HhO4

Control Fsma

Figura 17 Sulfhidrilos totales en eritrocito en el grupo control y el grupo de asma

En la Figura 18 se muestra la comparacion entre el grupo control y el grupo de
asma para la determinacion de sulfhidrilos proteicos en eritrocito referidos por

cantidad de hemoglobina. Se encontré un decremento significativo (p < 0.05) en el
grupo de asma.
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Figura 18 Sulfhidrilos proteicos en eritrocito en el grupo control y el grupo de asma
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En la Figura 19 se muestra la comparacion entre el grupo control y el grupo de

asma para la determinacién de sulfhidrilos no proteicos en eritrocito referidos por

cantidad de hemoglobina. Se encontr6 un aumento significativo (p < 0.01) en el

grupo de asma.

100 q T

75 A

S0+

nmol'nmol HbO2

25 4

Cotrol

ssma

Figura 19 Sulfhidrilos no proteicos en eritrocito en el grupo control y el grupo de asma

4.2.2 Contenido de sulfhidrilos en la plagueta humana

En la Figura 20 se muestra la comparacion entre el grupo control y el grupo de

asma para la determinacion de sulfhidrilos totales en plaqueta referidos por

namero de plaguetas. No se encontré diferencia significativa entre el grupo control

y el grupo de asma.

6
rmolM0 plaquetas

Control

Fesma

Figura 20 Sulfhidrilos totales en plaqueta en el grupo control y el grupo de asma
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En la Figura 21 se muestra la comparacion entre el grupo control y el grupo de
asma para la determinacion de sulfhidrilos proteicos en plagueta referidos por
namero de plaguetas. No se encontré diferencia significativa entre el grupo control

y el grupo de asma.

nmal/10° plaguetas

Control Asma

Figura 21 Sulfhidrilos proteicos en plaqueta en el grupo control y el grupo de asma

En la Figura 22 se muestra la comparacion entre el grupo control y el grupo de
asma para la determinacién de sulfhidrilos no proteicos en plaqueta referidos por
namero de plaquetas. Se encontré un incremento significativo (p < 0.05) en el

grupo de asma.
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Figura 22 Sulfhidrilos no proteicos en plaqueta en el grupo control y el grupo de asma
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4.2.3 Contenido de sulfhidrilos en el plasma sanguineo

En la Figura 23 se muestra la comparacion entre el grupo control y el grupo de
asma para la determinacién de sulfhidrilos totales en plasma sanguineo referidos
por miligramo de proteina. No se encontro diferencia significativa entre el grupo

control y el grupo de asma.
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Figura 23 Sulfhidrilos totales en plasma sanguineo en el grupo control y el grupo de asma

En la Figura 24 se muestra la comparacion entre el grupo control y el grupo de
asma para la determinacion de sulfhidrilos proteicos en plasma sanguineo
referidos por miligramo de proteina. No se encontré diferencia significativa entre el

grupo control y el grupo de asma.
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Figura 24 Sulfhidrilos proteicos en plasma sanguineo en el grupo control y el grupo de asma
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En la Figura 25 se muestra la comparacion entre el grupo control y el grupo de
asma para la determinacion de sulfhidrilos no proteicos en plasma sanguineo
referidos por miligramo de proteina. No se encontré diferencia significativa entre el

grupo control y el grupo de asma.
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Figura 25 Sulfhidrilos no proteicos en plasma sanguineo en el grupo control y el grupo de asma

4.3 Determinacion de la actividad de la enzima GSNOR

En la Figura 26 se muestra la comparacion entre el grupo control y el grupo de
asma para la determinacion de la enzima GSNOR. Se encontré un decremento

significativo (p < 0.01) en el grupo de asma.
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Figura 26 Actividad de la enzima GSNOR en el grupo control y el grupo de asma
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Tabla 7 Resumen general de pardmetros estudiados

, Sulfthidrilos
Grupo Parametro GSNOR ENO Eritrocito Plaqueta Plasma sanguineo
SHT SHP SHNP SHT SHP SHNP SHT SHP SHNP
. (nmol/min Valores de (nmol (nmol (nmol (nmol SHT- (nmol SHP- (nmol SHNP- (nmol SHT-P | (nmol SHP-P | (nmol SHNP-
Unidades 10° plaquetas) referencia S:';OEI/ S:'rE'OEI/ SHNP-E / PLQ/10° PLQ/10° PLQ/10° /mg de /mg de P/mg de
plaq 55+0.5 HbO, HbO) nmol HbO, plaquetas) plaquetas) plaquetas) proteina) proteina) proteina)
N° de datos 147 S/D 28 27 28 8 8 9 25 25 26
Control Promedio 11.31 S/D | 184.10 | 107.40 | 70.60 2.37 2.19 0.17 7.60 7.39 0.22
Desviacion
) 0.88 S/D 52.12 | 46.20 15.78 0.49 0.47 0.01 1.92 1.91 0.04
estandar
Mediana 11.42 S/D | 173.80 | 94.28* | 67.51* | 224 2.08 0.17 * 7.54 7.26 0.22
Error estandar |  0.24* S/D 9.85 8.89* | 2.98* 0.17 0.17 0.005 * 0.38 0.38 0.008
N° de datos 45 27 58 55 53 48 32 30 54 52 59
Promedio 9.29 57.43 190.30 79.98 83.67 2.36 2.26 0.22 6.98 6.73 0.24
Desviacion
Asma i 3.12 44.37 74.15 38.82 18.38 0.54 0.35 0.05 2.04 1.92 0.06*
estandar
Mediana 8.32 ** 52.50 179.20 79.29* | 85.21 ** 2.32 2.21 0.22 * 7.21 6.91 0.25
Error estandar 0.47 ** 8.54 9.74 5.24 * 2.52 ** 0.08 0.06 0.009 * 0.28 0.27 0.007

" Estas muestras fueron independientes de las que se emplearon en la determinacion de sulfhidrilos

* p < 0.05: Significancia

** p < 0.01: Significancia
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4.4 Correlaciones

En la Figura 27 se muestra el grafico de correlacion entre los sulfhidrilos totales en

plaqueta y la actividad de la enzima GSNOR. No se encontro correlacion.

nmoli 06 plageutas

2 3 4 5

nmol/min 108 plaguetas

Figura 27 Grafico de correlacion entre los sulthidrilos totales en plaqueta y la actividad de la enzima

GSNOR

En la Figura 28 se muestra el grafico de correlacion entre los sulfhidrilos proteicos

en plaqueta y la actividad de la enzima GSNOR. No se encontrd correlacion.
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Figura 28 Grafico de correlacion entre los sulthidrilos proteicos en plaqueta y la actividad de la

enzima GSNOR

49



Resultados y discusién

En la Figura 29 se muestra el grafico de correlacion entre los sulfhidrilos no
proteicos en plaqueta y la actividad de la enzima GSNOR. No se encontr6

correlacion.
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Figura 29 Grafico de correlacion entre los sulfhidrilos no proteicos en plaqueta y la actividad de la
enzima GSNOR

En la Figura 30 se muestra el grafico de correlacion entre los sulfhidrilos totales en

plaqueta y el ENO. No se encontré correlacion.
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Figura 30 Grafico de correlacion entre los sulfhidrilos totales en plaqueta y el ENO
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En la Figura 31 se muestra el grafico de correlacion entre los sulfhidrilos proteicos

en plagueta y el ENO. No se encontro correlacion.
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Figura 31 Grafico de correlacion entre los sulthidrilos proteicos en plaqueta y el ENO

En la Figura 32 se muestra el grafico de correlacion entre los sulfhidrilos no

proteicos en plagueta y el ENO. No se encontro correlacion.
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Figura 32 Grafico de correlacion entre los sulthidrilos no proteicos en plaqueta y el ENO

51



Resultados y discusién

En la Figura 33 se muestra el grafico de correlacion entre el ENO vy la actividad de

la enzima GSNOR. No se encontrd correlacion.
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Figura 33 Grafico de correlacion entre el ENO y la actividad de la enzima GSNOR

En la Tabla 8 se observa que no hay correlacion entre la actividad de la enzima
GSNOR, el 6xido nitrico expirado (ENO) y los sulfhidrilos totales, no proteicos y
proteicos en plagueta solo del grupo de asma; para dicho andlisis estadistico, se

empleo la correlacion de Spearman y no se encontro significancia estadistica.

Tabla 8 Correlaciones entre GSNOR y ENO contra los sulfhidrilos en plaguetas

Correlacién Correlacién | Coeficiente de Spearman (r)
SH-Totales vs GSNOR (n = 27) No 0.1703
SH-Proteicos vs GSNOR (n = 16) No 0.08824
SH-No proteicos vs GSNOR (n = 17) No —-0.1716
SH-Totales vs ENO (n = 27) No 0.1441
SH-Proteicos vs ENO (n = 16) No 0.1441
SH-No proteicos vs ENO (n =17) No 0.01225
ENO vs GSNOR (n = 43) No —-0.008306
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4 .5 Discusion de resultados

Existen diversos estudios que han sefalado la existencia de estrés oxidativo en
pacientes con asma. Uno de los objetivos del presente trabajo fue el de estudiar
las posibles alteraciones en los grupos sulfhidrilos, como un parametro de estrés

oxidativo asociado a esta enfermedad.

En estudios previos realizados por Nadeem et al. >, se observé una disminucion
en el contenido de sulfhidrilos totales y en el contenido de sulfhidrilos proteicos en

el plasma sanguineo *°

; sin embargo, en el presente estudio no se observaron
estas diferencias en las determinaciones del contenido de sulfhidrilos totales en el
eritrocito humano, en la plaqueta humana y en el plasma sanguineo; tampoco se
observaron estas diferencias en el contenido de sulfhidrilos proteicos en la
plaqueta humana y en el plasma sanguineo, pero si se observaron en el eritrocito
humano. Con respecto a las determinaciones del contenido de sulfhidrilos en el
eritrocito humano, no se observaron diferencias significativas en el contenido de
sulfhidrilos totales, mientras que en el contenido de sulfhidrilos proteicos se
observé un decremento significativo en el grupo de asma (p < 0.05) y un
incremento significativo (p < 0.01) en el contenido de sulfhidrilos no proteicos del
mismo grupo. En el caso de las determinaciones del contenido de sulfhidrilos en la
plaqueta humana, no se observaron diferencias significativas en los sulfhidrilos
totales y proteicos, pero si se observo un incremento significativo (p < 0.05) en los
sulfhidrilos no proteicos en el grupo de asma. En las determinaciones del
contenido de sulfhidrilos totales, proteicos y no proteicos en plasma sanguineo, no

se observaron diferencias significativas.

En las determinaciones del contenido de sulfhidrilos no proteicos en el eritrocito
humano (p < 0.01) y en la plaqueta humana del grupo de asma (p < 0.05) hubo un
incremento  significativo, lo cual es wun hallazgo inesperado, porque
tradicionalmente se ha considerado que el contenido de sulfhidrilos no proteicos,

principalmente el glutation reducido, es uno de los principales sistemas
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antioxidantes no enzimaticos y que frecuentemente se encuentra disminuido en

patologias asociadas al estrés oxidativo.

La razon por la cual los pacientes asmaticos tuvieron un incremento en el
contenido de sulfhidrilos no proteicos en el eritrocito humano y en la plaqueta
humana se desconoce; sin embargo, otros estudios han demostrado que en el
asma se presenta un incremento en la sintesis del glutation reducido en los
pulmones, sobre todo durante los episodios de crisis asmatica, lo cual se ha
interpretado como una respuesta de proteccion compensatoria ante un episodio de
estrés oxidativo crénico >°. De cualquier manera, se desconoce si esta sintesis
incrementada en el pulmdén se manifieste en un incremento de glutation reducido
en el eritrocito humano, en la plaqueta humana y en el plasma sanguineo, como la
gue se observd en el presente trabajo y tampoco si el incremento del glutation
reducido es debido a un incremento en el glutation total en estos pacientes. Por el
momento, no se han realizado estudios que relacionen que el uso de
broncodilatadores pueda interferir en una mayor produccion del contenido de
sulfhidrilos no proteicos en eritrocito humano, en la plaqueta humana y en el

plasma sanguineo.

Con respecto a la enzima GSNOR, en la hipétesis del presente trabajo, se postulo
gue en las plaquetas de los pacientes con asma existiria una mayor actividad de la
enzima GSNOR, lo cual podria contribuir a una inactivacién del bronco—-relajante

S—nitrosoglutation.

Este planteamiento se realizd considerando que esta enzima posee una actividad
“destructora” del 6xido nitrico presente en el S—nitrosoglutation, es decir, que

cataliza la siguiente reaccion:

GSNO + 2NADH + GSH — GSSG (glutation oxidado) + 2NAD™ + N + H,O

(Reaccion 4)

tal como ha sido sugerido que sucede en el pulmén de individuos con asma, por el

grupo de investigacién encabezado por Stamler . Sin embargo, en el presente
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trabajo encontramos que la actividad de la enzima GSNOR fue menor en las
plaquetas de pacientes con asma. Ante esta aparente discrepancia, se realizd un
estudio adicional para determinar si la actividad de la enzima GSNOR que se
midié en las plaquetas, efectivamente inactivaba y no liberaba al 6xido nitrico
presente en el S-—nitrosoglutation. Los resultados obtenidos, aunque muy
preliminares y que no se muestran en el presente trabajo, indican que no existe tal
actividad de inactivacion, sino que se presenta una actividad de liberacion de
oxido nitrico en los lisados de plaguetas con las siguientes caracteristicas: 1)
Utilizacion de diversos S—nitrosotioles tanto proteicos (S—nitroso suero—albuminay
S—nitroso ovoalbumina) como no proteicos (S—nitrosoglutation, S—nitrosocisteina,
S-nitroso—N-acetilcisteina y S-—nitrosomercaptoetanol), con caracteristicas de
saturacion y afinidades similares; 2) utilizacién de la coenzima NADH pero no de
NADPH como agente reductor; 3) no requerimiento de glutation reducido; 4)
insensibilidad hacia agentes alquilantes de grupos sulfhidrilos, indicando la no
participacion de estos grupos en esta actividad enzimatica; 5) liberacion de la
actividad con el detergente Triton X-100 a concentraciones mayores a 0.025%,
pero no mediante la permeabilizacion con digitonina 10 uM, indicando la

asociacion de la actividad enzimatica con sistemas membranales de la plaqueta.

De acuerdo a estos resultados preliminares, la actividad de la enzima GSNOR
presente en la plagueta humana representaria una actividad de S—nitrosoglutation:
Oxido nitrico liasa, liberadora de 6xido nitrico, tal como se ha propuesto para la

62, 87

enzima protein disulfuro isomerasa (PDI) y se asemeja a la reaccion:

2 GSNO + NADH — GSSG / 2 GSH + NAD" + 2 NO’ (Reaccion 5)

Esta actividad enzimatica podria participar en la liberacion de o&xido nitrico
intracelular a partir de S—nitrosotioles en la plaqueta, y con ello, disminuir la
activacion de estas células. Si esto es asi, una deficiencia en la actividad de esta
enzima contribuiria al establecimiento de una condicion de hiperactividad

plaguetaria, lo cual se sabe que existe en los pacientes con asma *°.
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5. Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que hay un incremento en el grupo de asma en
las determinaciones de los sulfhidrilos no proteicos en eritrocito y en plaqueta,
probablemente por un incremento en la sintesis del glutation reducido y como una

respuesta compensatoria al estrés oxidativo cronico presente en el asma.

La plagueta estd dotada de una actividad de la enzima S-—nitrosoglutation
reductasa (GSNOR) la cual fue menor en las plaquetas del grupo de asma,
probablemente esto represente una menor capacidad de liberar 6xido nitrico a
partir de S—nitrosoglutation por parte de la plagueta de pacientes con asma. Esta
condicion podria contribuir a la hiperreactividad de las vias aéreas y/o de las
plaquetas en el asma. Nuestros resultados también muestran la existencia de una
actividad importante de S—nitrosoglutation reductasa dependiente de NADH en la
plaqueta humana y que esta actividad tiene caracteristicas diferentes a las

anteriormente documentadas en otras estirpes celulares.

5.1 Perspectivas

Debido a que se han documentado varios sistemas enzimaticos con propiedades
de S-—nitrosoglutation reductasa (GSNOR) en otras estirpes celulares y en diversas
especies, se considera importante el caracterizar esta actividad recientemente
descubierta en la plagueta humana, con el propésito de tener los elementos

necesarios para asignarle un significado fisiopatolégico en el asma.
En la actualidad estamos estudiando la actividad de esta enzima en pacientes con

asma, ya que estudios con modelos animales la han relacionado con la

bronco-constriccion asociada a este padecimiento.
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6. Apéndice

6.1 Preparacion de las muestras

Las muestras de sangre fueron obtenidas por venopuncién y colocadas en un tubo

con anticoagulante EDTA (&cido etilendiamino tetraacético).

Se tomaron 4 mL de sangre periférica, se centrifugé a 150 g (fuerza centrifuga
relativa) durante 15 minutos y se recolectaron 3/4 partes del plasma sanguineo.
Posteriormente se obtuvieron los eritrocitos y el plasma sanguineo. Este plasma

se considero como el plasma rico en plaguetas (PRP).

Los eritrocitos se lavaron utilizando la Soluciéon de Hepes—Tyrode—Glucosa 5 mM
(1 mg de glucosa/mL), se centrifugé a 1000 g durante 5 minutos y se realizo 2
veces el lavado para eliminar los residuos de plasma sanguineo, plaguetas y

células de la serie blanca.

El PRP se centrifugd a 150 g durante 7 minutos, se recolect6 el sobrenadante y se
realizo la lectura a 600 nm con el propdsito de medir la concentracion de plaquetas
por turbidez (ver mas adelante). Se tomé 1 mL del PRP, se coloco en un tubo de
vidrio y se centrifugd a 1000 g durante 5 minutos. Se recolecté el sobrenadante
gue es el plasma pobre en plaquetas (PPP) y se realiz6 la lectura a 600 nm. De

aqui se obtuvo el paquete de plaquetas y el PPP.
A partir del PPP obtenido, se centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos, se

recolectd el sobrenadante y se obtuvo el plasma sanguineo libre de plaquetas

para la prueba de sulfhidrilos.

57



Apéndice

6.1.1 Preparacion del lisado de plaquetas

El volumen de lisis de las plaquetas se obtuvo restando la absorbencia del plasma
rico en plaquetas (PRP) menos la absorbencia del plasma pobre en plaguetas

(PPP) y el resultado se multiplica por 500 (Ver Férmula “a”).

(PRP — PPP) * 500 = Volumen de lisis (uL) (@)

Se propuso para una diferencia de 0.5 de absorbencia que las plaquetas se lisaran
con 250 uL de la solucion TRIS 50 mMM—-EDTA 0.5 mM-Tx 100 pH 8.0. Siendo As

la diferencia de absorbencia del PRP — PPP (Ver Formula “b”).

[(As * 250) / 0.5] = As * 500 (b)

6.2 Determinacion de la concentracion de plaguetas

Con el proposito de facilitar las mediciones de las concentraciones de plaquetas
en nuestras muestras se desarrollé e implementé un método turbidimétrico para
este propdsito. Para ello se midieron las concentraciones de plaquetas en cinco

diferentes muestras de plasma rico en plaquetas, utilizando un hemocitémetro.

Posteriormente se hicieron diferentes diluciones de las muestras del plasma rico
en plaquetas, a las cuales se les midi6 su turbidez a 600 nm, y a las cuales se les
resto los valores de absorbencia correspondientes al plasma pobre en plaguetas
en cada dilucion. Posteriormente se realizd un andlisis grafico para correlacionar
los valores de turbidez (As a 600 nm) con la concentracion de plaguetas

determinadas con el hemocitdmetro y de esta manera se obtuvo la curva estandar.

En la Tabla 9 y en la Figura 27 se reportan los resultados empleados en la curva

estandar para la determinacion de la concentracion de plaguetas.
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Tabla 9 Valores de la curva estandar para determinar la concentracién de plaguetas

o Absorbencia
N° de plaquetas/uL (As)
76000 0.37
96000 0.49
120000 0.55
150000 0.68
190000 0.80
237000 0.95
285000 1.10
1.2 4
y = 3E-06x + 0.1442 *
11 R? =0.9944 ‘
0.8 4 &
2 0.6 % :
0.4 | r
0.2 1
O T T 1
0 100000 200000 300000
N° de plaquetas/uL

Figura 34 Curva estandar para determinar la concentracion de plaquetas

Para determinar el numero de plaquetas/mL, se emplearon las siguientes

ecuaciones:

(Ecuacion 1)

H(PRP - PPP)-0.1442
3

] xloel %1000 = N ° plaquetas / mL

Sustituyendo por el valor propuesto de 0.5 de absorbencia en la Ecuacion 1,
tenemos que:

H(O'E’)_ 0.1442 (Ecuacion 2)

2 }xloel %1000 =118.6 x10° plaquetas / mL
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Luego es necesario multiplicar por 0.25 6 dividir entre 4 los resultados de los
sulfhidrilos en plaqueta y los resultados de la enzima GSNOR para obtener los

lisados correspondientes a una concentracién de 474.4 X 10° plaquetas/mL.

6.3 Determinacion de grupos sulfhidrilos

6.3.1 Fundamento

Los grupos sulfhidrilos totales fueron determinados mediante el reactivo de Ellman
(DTNB; acido 5, 5’ ditiobis—2—nitrobenzoico). El reactivo de Ellman es usado para
la modificacion de tioles libres en proteinas, formando rapidamente puentes
disulfuro con el tiol y liberando el ion tiolato, el cual da un color amarillo en medio

alcalino (Ver Reaccion 6). La absorbencia maxima del ion tiolato es a 412 nm .

Ccoo” NO,
‘00C
[olole)
/s NO,
O,N S
—_—
S +
coo ~N
S
Reactivo de Ellman "HsN s
2-nitro-5-tiobenzoato
+
HO le]
SH
*HaN
Cisteinil-2-nitro-5-tiobenzoato
HO' o]
Cisteina

(Reaccion 6)
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Se realizé una curva estandar para determinar la cantidad total de tioles libres
presentes en las proteinas. Las lecturas de absorbencia se realizaron en un
espetrofotometro GENESYS 10 UV, Thermo Electron Corporation a una longitud
de onda de 412 nm.

6.4. Determinacidon de grupos sulfhidrilos en eritrocito

6.4.1 Determinacion de grupos sulfhidrilos totales en eritrocito

Se tomaron 200 ulL del paquete de eritrocitos y se lisaron adicionando 800 uL de
H,O desionizada. Posteriormente se resuspendieron y se colocaron sobre hielo

para enfriarlos (no se centrifugaron).

Procedimiento: En la Tabla 10 se describen los pasos que se realizaron para la
determinacion de grupos sulfhidrilos totales en eritrocito. La adicion de acetonitrilo
fue para precipitar a la hemoglobina y evitar su interferencia en la determinacion

espectrofotométrica.

Tabla 10 Preparacion de la muestra para la determinacion de grupos sulfhidrilos totales en

eritrocito
Blanco Problema
Lisado de eritrocitos 50 uL 50 uL
TRIS 0.1 M, pH 8.2 500 uL 450 uL
DTNBO4 mM | - 50 uL
- Se incubo durante 20 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz.
Acetonitrilo 1mL 1mL
Volumen total 1550 pL 1550 uL

- Se agité suavemente y se enfrié colocandolo sobre hielo durante 10
minutos protegido de la luz.
- Posteriormente se centrifugé a 10, 000 rpm durante 10 minutos a 4° C.

- Se recolect6 el sobrenadante (SN).y se realizaron las lecturas a 412 nm.
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Curva estandar para la determinacion de grupos sulfhidrilos totales en

eritrocito

Procedimiento: En la Tabla 11y 12, y en la Figura 28 se describen los pasos que

se realizaron en la determinacion de grupos sulfhidrilos totales en eritrocito y se

muestran los valores obtenidos para la curva estandar.

Tabla 11 Preparacion de la curva estandar para la determinacién de grupos sulfhidrilos totales en

eritrocito.
Cisteina 250 uM TRIS0.1 M DTNB

Tubo (250 nmol/mL) pH 8.2 0.4 mM Acetonitrilo
Blanco | = - 500 uL 50 uL 1mL

1 10 uL (2.5 nmol) 490 ulL 50 uL 1mL

2 20 uL (5.0 nmol) 480 ulL 50 uL 1mL

3 50 uL (12.5 nmol) 450 plL 50 uL 1mL

4 100 ulL (25.0 nmol) 400 plL 50 uL 1mL

5 150 ulL (37.5 nmol) 350 uL 50 uL 1mL

- Se agité e incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos protegido de la luz.
- Se realizaron las lecturas a 412 nm.

Tabla 12 Valores de la curva estandar para la determinacién de grupos sulfhidrilos totales en

eritrocito
Cisteina | Absorbencia
(nmol) (As)
0.0 0.000
25 0.019
5.0 0.040
12.5 0.118
25.0 0.234
375 0.337
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0.4 -
0.35

0.3 +
y =0.0092x - 0.0012
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Figura 35 Curva estandar para la determinacioén de grupos sulfhidrilos totales en eritrocito

Memoria de calculo para la determinacion de nmol de sulfhidrilos totales en
eritrocito/nmol HbO,

De la curva estandar que se realizé (ver Figura 28) se obtuvo la ecuacion de la
recta (Ver Ecuacion 3): Donde y es la absorbencia (As) y x son los nmol de

cisteina.

y = 0.0092x — 0.0012 (Ecuacion 3)

Se despejo la x y se multiplicdé por el factor 20 para obtener los nmol de

SHioales/ML presentes en el lisado de eritrocitos (Ver Ecuacion 4).
x =[(As + 0.0012) / 0.0092] * 20 = nmol de SH ttaes/mL de lisado (Ecuacion 4)
Obtencién del factor 20: Se dividieron 1000 pL/50 pL = 20, porque 1000 pL = 1mL

y 50 pL es el volumen que se tomo del lisado de eritrocitos para realizar la prueba

de grupos sulfhidrilos totales.
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Para la determinacion de nmol de sulfhidrilos totales en eritrocito/nmol HbO, se
dividio el valor obtenido en la Ecuacién 4 entre el valor obtenido de la Ecuacion 8,

guedando como indica la Ecuacion 5.

nmol
SHtotales(" =) _ nmolSHtotales

(Ecuacion 5)
nmolHbO,

umol
L

HbO, ( )

6.4.2 Determinacion de grupos sulfhidrilos proteicos en eritrocito

Los grupos sulfhidrilos proteicos se obtuvieron de la diferencia entre los grupos

sulfhidrilos totales y los sulfhidrilos no proteicos (Ver Formula “c”):

SH proteicos eritrocito = SH totales eritrocito — SH NO proteicos eritrocito (©

6.4.3 Determinacion de grupos sulfhidrilos no proteicos en eritrocito

Para la determinacion de grupos sulfhidrilos no proteicos en eritrocito, se precipito
la hemoglobina con acido tricloroacético a una concentracion del 20% (p/v), (TCA
20%), y los grupos sulfhidrilos se determinaron en el sobrenadante de los

eritrocitos, del plasma sanguineo y de las plaquetas.

Procedimiento: En la Tabla 13 se describen los pasos que se realizaron para la

determinacién de grupos no proteicos en eritrocito, plasma sanguineo y plagueta.

El sulfamato de amonio se adicion0 para evitar la reaccion de nitritos (NOy)
presentes como contaminantes en las muestras con los sulfhidrilos en medio
acido, el cual reacciona con el acido nitroso (HNO;) que se forma. Porque, si hay

residuos de nitritos (NO;) contaminantes, aun en pequefia cantidad, estos
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reaccionan con los R—SH que se desean medir; por lo tanto se subestimaran los

R-SH .

Tabla 13 Preparacion de las muestras para la determinaciéon de grupos sulfhidrilos no proteicos en

eritrocito
Lisado de eritrocitos 200 uL
Sulfamato de amonio 10 mM 100 pL
H,O desionizada 450 uL
TCA 20% 250 uL

- Se agité y se colocé sobre hielo para enfriar durante 5 minutos.
- Se centrifug6 a 10, 000 rpm durante 10 minutos a 4° C.
- Se recolecté el sobrenadante (SN).

Blanco Problema
SN 250 uL 250 uL
TRIS0.4 M, pH 9.5 500 ul 500 uL

- Se agité y posteriormente se agregé DTNB 0.4 mM.
DTNBO4mM | e 50 uL
- Se agité e incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz.

Metanol absoluto 500 uL 450 uL

Volumen total 1250 pL 1250 uL

- Se agité e incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz.

- Se realizaron las lecturas a 412 nm.

Curva estandar para la determinacion de grupos sulfhidrilos no
proteicos en eritrocito

Procedimiento: En la Tabla 14 y 15, y en la Figura 29 se describen los pasos que
se realizaron para la determinacion de grupos sulfhidrilos no proteicos en eritrocito

y se muestran los valores obtenidos para la curva estandar.
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Tabla 14 Preparacion de la curva estandar para la determinacién de sulfhidrilos no proteicos en

eritrocito

Cisteina Sulfamato TRIS
) H,O TCA DTNB Metanol

Tubo 250 nmol/mL de amonio o 04 M
desionizada | 20% 0.4 mM absoluto

(250 pM) 10 mM pH 9.5
Blanco | = ------ 25 ulL 163 uL 62 uL 500 uL | - 500 uL
1 10 uL (2.5 nmol) 25 ulL 153 uL 62 uL 500 uL 50 uL 450 ulL
2 20 uL (5.0 nmol) 25 ulL 143 uL 62 uL 500 uL 50 uL 450 ulL
3 30 uL (7.5 nmol) 25 ulL 133 uL 62 uL 500 uL 50 uL 450 ulL
4 50 ulL (12.5 nmol) 25 ulL 113 uL 62 uL 500 uL 50 uL 450 ulL
5 100 uL (25.0 nmol) 25 ulL 63 uL 62 uL 500 uL 50 uL 450 ulL
6 163 uL (40.75 nmol) 25uL | s 62 ulL | 500 uL 50 uL 450 ul

Tabla 15 Determinacién de sulfhidrilos no proteicos en eritrocito

Cisteina Absorbencia
(nmol) (As)
0.0 0.0000
25 0.0185
5.0 0.0440
7.5 0.0600
12.5 0.1140
25.0 0.2270
40.7 0.3505
0.4 -
0.35 - »
0.3 1
y =0.0087x - 0.0002
0.25 4 R? =0.9983
0.2 1
0.15 -
01 1 *
0.05 1 p ¢
. 4
O T T T T 1
10 20 30 40 50
-0.05 -
Cisteina (nmol)

Figura 36 Curva estandar para la determinacién de grupos sulfhidrilos no proteicos en eritrocito.
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Memoria de céalculo para la determinacién de nmol de sulfhidrilos no
proteicos en eritrocito/nmol HbO,

De la curva estandar que se realizd (Ver Figura 29) se obtuvo la ecuacion de la

recta, (Ecuacion 6): Donde y es la absorbencia (As) y x son los nmol de cisteina.

y = 0.0087x — 0.0002 (Ecuacion 6)

Se despejo a x y se multiplicé por el factor 20 para obtener los nmol de SH no

proteicos/mL presentes en el lisado de eritrocitos (Ver Ecuacion 7).

X = [(As + 0.0002) / 0.0087] * 20 = nmol de SH n¢ proteicos/ML (Ecuacion 7)

Obtencién del factor 20: Los nmol obtenidos en la Ecuacion 7, corresponden a los
nmol presentes en 250 uL del desproteinizado, el cual fue diluido (por el proceso
de desproteinizacion) 4 veces. Luego, para obtener los nmol presentes en el lisado
de eritrocitos se multiplico por 4 y éstos correspondieron a los nmol presentes en
200 ulL del lisado de eritrocitos. Como se deseaban obtener los nmol de SH
nroteicos/ML del lisado de eritrocitos, el resultado anterior se multiplico por 5, debido

a que 200 uL es la quinta parte de 1 mL.

6.4.4 Determinacion de oxihemoglobina (HbOy)

Se realiz6 una dilucion 1:500 del lisado de eritrocitos con amortiguador de fosfatos
pH 7.0, para la cual se tomaron 10 ulL del lisado de eritrocitos y se adicionaron 490

uL de amortiguador de fosfatos pH 7.0 (dilucién 1:50).
De la dilucion anterior, se tomaron 100 uL y se adicionaron 900 uL de

amortiguador de fosfatos pH 7.0 (dilucion 1:500), posteriormente se realizd un

espectro desde 500 nm hasta 700 nm y se leyeron picos a 540 nmy a 574 nm ™.
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Para determinar la concentracion de HbO, se utilizo la Ecuacioén 8:

As N As
13900 |54, | 14400

2

] 6
57“"'“} 500x10 = HbO,pM (Ecuacion 8)

6.4.5 Determinacion de grupos sulfhidrilos totales en plaqueta

Procedimiento: En la Tabla 16 se describen los pasos que se realizaron para la

determinacion de grupos sulfhidrilos totales en plaquetas.

Tabla 16 Preparacion de la muestra para la determinacion de grupos sulfhidrilos totales en

plagueta
Blanco Problema

Lisado de plaquetas | = ---------- 50 uL
TRIS 0.1 M, pH 8.2 500 uL 450 uL

- Se incubo6 durante 5 minutos a temperatura ambiente.
DTNB 0.4 mM 50 uL 50 uL
Metanol absoluto 450 uL 450 uL
Volumen total 1mL 1mL

- Se agité e incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente.
- Posteriormente se coloco sobre hielo durante 30 minutos.
- Se centrifug6 a 10, 000 rpm durante 10 minutos.
- Se recolecté el sobrenadante (SN).

- Se realizaron las lecturas a 412 nm.

Curva estandar para la determinacion de grupos sulfhidrilos totales
plaqueta

Procedimiento: En la Tabla 17 y 18, y en la Figura 30 se describen los pasos que
se realizaron para la determinacion de grupos sulfhidrilos totales en plaqueta y se

muestran los valores obtenidos para la curva estandar.
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Tabla 17 Preparacion de la curva estandar para la determinacién de grupos sulfhidrilos totales en

plagueta
Tubo Cisteina 250 uM | TRIS0.1 M | DTNB | Metanol
(250 nmol/mL) pH 8.2 0.4 mM | absoluto
Blanco | = - 500 uL 50uL | 450 uL
1 10 uL (2.5 nmol) 490 ulL 50uL | 450 uL
2 20 uL (5.0 nmol) 480 ulL 50uL | 450 uL
3 30 uL (7.5 nmol) 470 ul 50uL | 450 uL
4 50 uL (12.5 nmol) 450 plL 50uL | 450 uL
5 80 uL (20.0 nmol) 420 ul 50uL | 450 uL
- Se agité e incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos.
- Posteriormente se realizaron las lecturas a 412 nm.

Tabla 18 Valores de la curva estandar para la determinacién de grupos sulfhidrilos totales en

plagueta
Cisteina Absorbencia
(nmol) (As)
0.0 0.000
25 0.025
5.0 0.071
7.5 0.107
125 0.149
20.0 0.256

0.3
0.25 -
0.2 +
0.15 -
0.1 + >

0.05

y =0.0127x + 0.0011
R?=0.9923

10 15 20

Cisteina (nmol)

25

Figura 37 Curva estandar para la determinacién de grupos sulfhidrilos totales en plaqueta
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Memoria de calculo para la determinacion de nmol de sulfhidrilos totales en

plaquetas/10° plaquetas

De la curva estandar que se realizd (Ver Figura 30) se obtuvo la ecuacion de la
recta, (Ver Ecuacién 9): Donde y es la absorbencia (As) y x son los nmol de

cisteina.

y =0.0127x + 0.0011 (Ecuacion 9)

Se despejo a x y se multiplicé por el factor 20 para obtener los nmol de SH

totales/mL presentes en las plaquetas (Ver Ecuacion 10).

x =[(As — 0.0011) / 0.00127] * 20 = nmol de SH aes/mML de lisado  (Ecuacion 10)

Obtencién del factor 20: Se dividieron 1000 pL/50 uL, porque 1000 puL = 1mL y 50
UL es el volumen que se tomo del lisado de plaquetas para realizar la prueba de

grupos sulfhidrilos totales.

Para determinar el nimero de plaquetas presentes en 50 uL (0.05 mL) del lisado,
utilizado para la determinacion de sulfhidrilos totales en plaquetas, se empled la

ecuacion 11:

N ° plaquetas / mL
VolumendeLisis(mL)

x0.05mL = N ° plaquetas (Ecuacion 11)

Para la determinacién de nmol de sulfhidrilos totales en plaqueta/10° plaquetas se
dividio el valor obtenido en la Ecuacion 10 entre el valor obtenido de la Ecuacion

11 y se multiplicé por 0.25, como lo indica la Ecuacién 12:
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SHtotaIes(nmEI) ISHtotal
M=/ % 0.25x10° = MMOTTIHOMES (Ecuacion 12)
N ° plaquetas 10° plaguetas

6.4.6 Determinacion de grupos sulfhidrilos proteicos en plaqueta

Los grupos sulfhidrilos proteicos se obtuvieron de la diferencia entre los grupos

sulfhidrilos totales y los sulfhidrilos no proteicos para plaqueta (Ver Férmula “d”):

SH proteicoSpiagueta = SH totaleSpjaqueta — SH N0 proteicoSpiagueta (d)

6.4.7 Determinacion de grupos sulfhidrilos no proteicos en plaqueta

Para la determinacion de grupos sulfhidrilos no proteicos en plaqueta, se utilizé la
metodologia descrita en la Tabla 13 y 14, y los resultados de la Tabla 15 y Figura

29, cambiando el lisado de eritrocitos por un lisado de plaquetas.

Memoria de céalculo para la determinacién de nmol de sulfhidrilos no
proteicos en plaqueta/10° plaquetas

Como se realizé el mismo procedimiento empleado para la determinacion de nmol

de sulfhidrilos no proteicos en eritrocito, se aplico la Ecuacién 7:

X = [(As + 0.0002) / 0.0087] * 20 = nmol de SH n¢ proteicos/ML (Ecuacion 7)
Para la determinacién de nmol de sulfhidrilos no porteicos en plaqueta/10°
plaquetas se dividié el valor obtenido en la Ecuacién 7 para plaquetas entre el

valor obtenido de la Ecuacion 11 y se multiplicé por 0.25, como lo indica la

Ecuacion 13:
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. nmol
SHnoprotelcos(L) " .
«0.25x10-° = "MoloAnoprotel cos

5 5 (Ecuacion 13)
N ° plaquetas 10° plaguetas

6.4.8 Determinacion de grupos sulfhidrilos totales en plasma sanguineo

Procedimiento: En la Tabla 19 se describen los pasos que se realizaron para la

determinacién de grupos sulfhidrilos totales en plasma sanguineo.

Tabla 19 Preparacion de la muestra para la determinacion de grupos sulfhidrilos totales en plasma

sanguineo
Blanco Problema
Plasma sanguineo 50 uL 50 uL
TRIS 0.1 M, pH 8.2 400 plL 450 uL
DMB 5mM 50uL | e
- Se incubo6 durante 5 minutos a temperatura ambiente.
DTNB 0.4 mM 50 uL 50 uL
Metanol absoluto 450 uL 450 uL
Volumen total 1mL 1mL
- Se agité e incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente.
- Posteriormente se enfrid colocandolo sobre hielo durante 30 minutos.
- Se centrifug6 a 10, 000 rpm durante 10 minutos.
- Se realizaron las lecturas del sobrenadante (SN) a 412 nm.

Memoria de calculo para la determinacion de nmol de sulfhidrilos totales en
plasma sanguineo/mg de proteina

Como se realizé el mismo procedimiento empleado para la determinacion de nmol

de sulfhidrilos totales en plaqueta, se aplico la Ecuacién 10:

x =[(As — 0.0011) / 0.00127] * 20 = nmol de SH iaes/mML de plasma (Ecuacion 10)
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Para la determinacion de nmol de sulfhidrilos totales en plasma sanguineo/mg de
proteina se dividio el valor obtenido en la Ecuacion 10 entre 76.37 mg/mL (Ver

Tabla P), como indica la Ecuacion 14.

SHtotaIes(r]mfl) ISHtotal
rtn, _ Mo to'a € (Ecuacion 14)
76.37( mgproLelna) mgproteina
m

6.4.9 Determinacion de grupos sulfhidrilos proteicos en plasma sanguineo

Los grupos sulfhidrilos proteicos se obtuvieron de la diferencia entre los grupos
sulfhidrilos totales y los sulfhidrilos no proteicos, tanto para eritrocito, plasma

sanguineo y plaqueta (Ver Formula “e”):

SH proteicoSpiasma = SH totaleSpiasma — SH N0 proteicoSpjasma (e)

6.4.10 Determinacion de grupos sulfhidrilos no proteicos en plasma

sanguineo

Para la determinacion de grupos sulfhidrilos no proteicos en plasma sanguineo, se
utilizé la metodologia descrita en la Tabla 13 y 14, y los resultados de la Tabla 15

y Figura 29, cambiando el lisado de eritrocitos por el plasma sanguineo.

Memoria de célculo para la determinacién de nmol de sulfhidrilos no
proteicos en plasma sanguineo/mg proteina

Como se realizé el mismo procedimiento empleado para la determinacion de nmol

de sulfhidrilos no proteicos en eritrocito, se aplico la Ecuacién 7:
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X = [(As + 0.0002) / 0.0087] * 20 = nmol de SH n¢ proteicos/ML (Ecuacion 7)

En este caso, la obtencion del factor 20 corresponde a los nmol presentes en 250
uL del desproteinizado, el cual fue diluido (por el proceso de desproteinizacion) 4
veces. Luego, para obtener los nmoles presentes en el plasma sanguineo sin
diluir, se multiplicé por 4 y éstos correspondieron a los nmol presentes en 200 uL
del plasma sanguineo sin diluir. Como se deseaban obtener los nmol de SH
proteicos/ML de plasma sanguineo sin diluir, el resultado anterior se multiplico por 5,

debido a que 200 uL es la quinta parte de 1 mL.

Para la determinacion de los nmol de sulfhidrilos totales en plasma sanguineo/mg
de proteina, se dividio el valor obtenido en la Ecuacion 7 para plasma sanguineo,

entre 76.37 mg/mL, como indica la Ecuacién 15:

. nmol
SHnoprotei cos| —— i
mL ) nmolSHnoprotei cos

mgprotel'na) mgproteina

(Ecuacion 15)

76.37(
mL

6.4.11 Determinacion de proteinas por el método de Folin—Fenol (Lowry)

El método se basa en la formacién de un complejo entre el Cu®** y los nitrégenos

de los enlaces peptidicos *.
Procedimiento: En la Tabla 20, 21y 22, y en la Figura 31 se describen los pasos y

resultados que se realizaron para la curva estandar empleada en la determinacién

de proteinas en plasma sanguineo.
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Tabla 20 Preparacion de la muestra de plasma sanguineo para la determinaciéon de proteinas

Plasma sanguineo | H,O desionizada | Solucién C* | Solucién D**
Tubo
(ML) (uL) (mL) (uL)
Calibrar | = - 250 1.0 100
Problema 100 150 1.0 100
Estandar 100 150 1.0 100

* Se mezcloé e incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente.

** Se mezcld e incubd durante 45 minutos a temperatura ambiente.

- El plasma sanguineo se diluy6 1:100 con agua desionizada (10uL plasma + 990uL H,0).

- Se realizaron las lecturas a 550 nm.

Tabla 21 Preparacion de la curva estandar para la determinacién de proteinas

Albumina Sérica | [Albumina H.O0*desioni %% | Solucion D
Tubo | Bovina [3 mg/mL] Sérica 20" desionizada | Solucion C ucion

(W) Bovina] (L) (mL) (L)
e 250 1.0 100
1 50 0.015 200 1.0 100
2 100 0.030 150 1.0 100
3 150 0.045 100 1.0 100
4 200 0.060 50 1.0 100
5 250 0075 | = - 1.0 100

* Se mezcloé e incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente.

** Se mezcld e incubd durante 45 minutos a temperatura ambiente.

- Se realizaron las lecturas a 550nm.

Tabla 22 Valores de la curva estandar para la determinacion de proteinas

[mg de proteina] As As' Media
0.000 0.000 0.000 0.000
0.015 0.110 0.110 0.110
0.030 0.233 0.230 0.2315
0.045 0.352 0.349 0.3505
0.060 0.454 0.452 0.453
0.075 0.527 0.541 0.534

> =0.225 >=1.679
Factor = (0.225/1.679) = 0.1340
Célculos para plasma sanguineo
0.5699 (As promedio de las muestras) X 0.1340 (Factor) X 100 (F. D.) X 10 (mL) = 76.37 mg/mL
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0.6
0.5 4
y =7.2724x + 0.0071

0.4 - R? =0.9961
£ 03

0.2 -

0.1 -

0 T T T 1
0 0.02 0.04 0.06 0.08
[mg de proteina]

Figura 38 Curva estandar para la determinacién de proteinas en plasma sanguineo

6.5 Determinacion de la actividad enzimatica de GSNOR

El método para medir la actividad de la enzima se basa en la determinacion de la
oxidacion del NADH a 340 nm, dependiente de GSNO (Ver Reaccion 7) .

GSNO + GSH + 2NADH + 2H" — GSSG + 2NAD" + H,0 + NH3 (Reaccion 7)

El paquete de plaquetas se resuspendié en el volumen de lisis calculado (Ver
Férmula “b”) a 4° C durante 5 minutos, posteriormente se centrifugé a 10, 000 rpm
a 4° C durante 5 minutos, se recolect6 el sobrenadante para medir la actividad de

la enzima GSNOR como se indica en la Tabla 23.
Procedimiento: En la Tabla 23 se describen los pasos que se realizaron para la

determinacion de la actividad de la enzima GSNOR. Se tomaron las lecturas a 340
nm y 37° C usando un espectrofotémetro BECKMAN COULTER DU® 800.
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Tabla 23 Preparacion de la muestra para la determinacion de la actividad de la enzima GSNOR
Lisado de plaquetas 20 uL

Amortiguador
(TRIS 50 mM—-EDTA 0.5 mM pH 8.0)

- Se mezcld y se ajustd a cero de absorbencia a 340 nm.

465 uL

NADH 20 mM 5uL
GSH 50 mM 5uL
GSNO 20 mM 5uL
Volumen total 500 uL

- Se mezclé y se tomaron las lecturas de absorbencia a 340 nm,

durante 10 minutos, cada 30 segundos.

Memoria de céalculo para la determinacion de la actividad de GSNOR,
expresada como nmol min™ 10°® plaquetas

El coeficiente de absorcion molar que se utilizé en los calculos de la actividad
enzimatica fue de 7.06 mM'cm™, el cual es la suma de los coeficientes de
extinciones molares del NADH (6.22 mM™*cm™) y del GSNO (0.84 mM™*cm™) a 340

nm (Ver Ecuacién 16) *'.
As =¢C (Ecuacion 16)

Despejando ¢ de la Ecuacion 16, tenemos la Ecuacion 17:

E=—=—"mM (Ecuacion 17)

Considerando que el volumen de la mezcla de incubacién fue de 0.5 mL (500 ul),

tenemos la Ecuacién 18 (Ver Figura 32):

( — AAS )

- _1 -

nmol min _\_min <10° (Ecuacion 18)
0.5mL 14.12

A continuacién se calcula el niumero de plaquetas en 1 mL del lisado como indica

la Ecuacion 1 antes mencionada.

77



Apéndice

N°plaquetas _ (PRP - PPP)-0.1442 5

10° (Ecuacion 1)
mL 3

Posteriormente se dividio la Ecuacion 1 entre el volumen de lisis (uL) para obtener
el numero de plaquetas presentes en 1 uL. Se multiplico la Ecuacion 1 por el valor

de 20 y se obtuvo el numero de plaquetas presentes en 20 uL (Ver Ecuacion 19).

(PRP - PPP)-0.1442 y
N°plaquetas 3
20uL [(PRP-PPP)x500]

10°

x 20 (Ecuacion 19)

Para obtener los nmol/min 10° plaquetas, se dividié la Ecuacién 18 entre la

Ecuacion 19 y se multiplicé por 0.25, como indica la Ecuacion 20:

(nmolmin‘l)
500uL
. QmOI = “ x0.25 (Ecuacion 20)
minl10° plaquetas N ° plaquetas
20ul

Figura 39 Actividad enzimatica de GSNOR expresada en —AAs/min
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6.6 Determinacion de ENO

Se realiz6 en el Analizador de Oxido Nitrico SIEVERS® Modelo NOA™ 280 -2
DLM 14290-01 NOA Firmware Version 3.00, Boulder, CO 80301 USA, el cual es

un detector de alta sensibilidad utilizado para la medicién de 6éxido nitrico *°.

Se basa en una reaccion de quimioluminiscencia en fase gaseosa entre el 6xido

nitrico (NO") y el ozono (O3):
NO’ + O3 — NOy* + O, (Reaccion 8)
NOy* — NO; + hv (Reaccion 9)
La emision producida por el diéxido de nitrogeno excitado electronicamente se

encuentra en la region del rojo y cerca de la region del infrarrojo, y es detectada

por un tubo fotomultiplicador rojo—sensitivo, enfriado termoeléctricamente.

6.7 Preparacion de soluciones

1. Acetonitrilo absoluto: Acetonitrilo (CH3CN), P.M.=41.05, J. T. BAKER.

2. Acido tricloroacético 20% (TCA 20%): Disolver 20 g de TCA (P.M.=163.39,
MERCK) en 100 mL de agua desionizada.

3. Cisteina 250 uM (250 nmol/mL): Se disolvieron 0.015 g de cisteina
(P.M.=121.16, MERCK) en 25 mL de TRIS 0.1 M pH 8.2; posteriormente

se tomaron 2.5 mL de esta soluciéon y se afor6 a 50 mL con H,O

desionizada.
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DMB 5 mM: Se disolvieron 0.008 g de DMB (acido 3, 5-dimaleimil

benzoico, P.M.=312) en 5 mL de metanol absoluto; se guardé a —20° C

protegido de la luz. (EI DMB fue proporcionado por Dr. José Trujillo Ferrara

de la Escuela Superior de Medicina del IPN).

DTNB 10 mM: Se disolvieron 0.004 g de DTNB (&cido 5, 5'—ditiobis—2—
nitrobenzoico, P.M.=396.35, SIGMA-ALDRICH) en 1 mL de metanol

absoluto; se guardo a —20° C protegido de la luz.

DTNB 0.4 mM: Se disolvieron 40 uL de la solucién de DTNB (acido 5, 5'—
ditiobis—2—nitrobenzoico, P.M.=396.35, SIGMA-ALDRICH).10 mM en 960

uL de metanol absoluto, para obtener un volumen final de 1 mL; se guardo

a —20° C protegido de la luz.

Metanol absoluto: Alcohol metilico (CH30H), P.M.=32.02, MEYER.

Solucién de Hepes-Tyrode—Glucosa. Composicion en mM: NaCl 120,
NaH,PO, 0.8, KCI 2.8, MgS0, 0.8, Hepes 20, Glucosa 5.

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)

Glucosa (P.M.=180.16, MEYER)

H,O desionizada

NaCl 1.3 M (P.M.=58.44, SIGMA)
NaH,PO4 0.5 M (P.M.=141.96, MERCK)
KCI 1M (P.M.=74.55, MERCK)

MgSO,4 0.2 M (P.M.=246.47, MERCK)
Hepes 0.5 M (P.M.=260.29, SIGMA)

100 mg
70 mL
9 mL
0.16 mL
0.28 mL
0.4 mL
4 mL

Se ajusto la solucion a pH 7.4 con HCI 5 N y se aford la solucién a 100 mL

con agua desionizada.
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10.

11.

12.

13.

Sulfamato de amonio 10 mM: Se disolvieron 0.114 g de sulfamato de
amonio (NH4SO3NH,, P.M.=114.12, ALDRICH) en 100 mL de agua

desionizada; se guardo a temperatura ambiente protegido de la luz.

TRIS 0.1 M pH 8.2: Se disolvieron 12.114 g de TRIS (hidroximetil
aminometano, P.M.=121.14, SPECTRUM) en 500 mL de H,O desionizada,
se ajusto la solucién a pH 8.2 con HCI 5 N y se aforé la solucion a 1 L con

H,O desionizada; se guardo en refrigeracion a 4° C.

TRIS 0.4 M pH 9.5: Se disolvieron 48.456 g de TRIS (hidroximetil
aminometano, P.M.=121.14, SPECTRUM) en 500 mL de H,O desionizada,
se ajusto la solucién a pH 9.5 con HCI 5 N y se aforé la solucion a 1 L con

H,O desionizada; se guardo en refrigeracion a 4° C.

TRIS 50 mM-EDTA 0.5 mM-Tx 100 pH 8.0: En 500 mL de la solucion de
TRIS 0.1 M (hidroximetil aminometano, P.M.=121.14, SPECTRUM) se
disolvieron 0.146 g de EDTA (acido etilendiamino tetraacético,
P.M.=292.24, SIGMA) y se agreg6é H,O desionizada hasta un volumen de
800 mL. Posteriormente se ajustod la solucion a pH 8.0 con HCI 5 N y se
aforo la solucion a 1 L con H,O desionizada; para lisar las plaquetas se
adicionaron 0.1 mL (100 ulL) de Tritbn X-100 (Tx 100, (C,H40),C14H220,
SIGMA) por cada 100 mL de la solucién de TRIS 50 mM—-EDTA 0.5 mM, si
s6lo se utiliza como amortiguador, no se agrega el Tx—100; se guardod en

refrigeracion a 4° C.

Soluciones utilizadas para la determinacion de proteinas por el método de

Folin—Fenol (Lowry).

81



Apéndice

14.

Solucion A:

Solucion B:

Solucion C:

Solucion D:

Solucion E:

Solucién de carbonato de sodio (Na,CO3) al 2% Yy tartrato
de sodio y potasio (C4sH;KNaOg ¢ 4H,0) al 0.02% en
hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N. Se disolvieron 10 g de
Na,COs;, (P.M.=105.99, GOLDEN BELL), 0.10 g de
CsHisKNaOg ¢ 4H,0 (P.M.=282.22, FERMONT) y 2 g de
NaOH en agua desionizada, se aforo la solucion a 500 mL y

se guardo en refrigeracion a 4° C.

Solucién de sulfato de cobre (CuSQO,4) al 0.5% en agua
desionizada. Se disolvieron 1.25 g de CuSO, (sulfato de
cobre, P.M.=159.6, FERMONT) en 100 mL de agua

desionizada; se guardo a temperatura ambiente.

Solucién cupro-alcalina. A 50 mL de la solucion A se le
adicion6 1 mL de la solucién B. Esta solucion se prepara al

momento de usarse.

Reactivo de Folin—Ciocalteau (HYCEL DE MEXICO, S. A.
DE C. V.). Se diluyé6 en una proporcion 1:1 en agua
desionizada; se guardd a temperatura ambiente protegido

de la luz.

Solucién estandar de albumina bovina. Se pesaron 0.3 mg
de albumina bovina (SIGMA) y se disolvieron en 1 mL de

agua desionizada.

Amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6.8 y 7.0: Se pesaron 6.9 g de fosfato
de sodio monobasico (NaH;PO4 * H,0, P.M.=137.99, QUIMICA MEYER) y

se disolvieron en 500 mL de H,O desionizada, se ajustd la solucion a pH

6.8 y 7.0 respectivamente con HCI 5 N y se afor¢ la solucion a 1 L con H,O

desionizada; se guardo en refrigeracion a 4° C.
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15.

16.

17.

18.

NADH 20 mM: Se pesaron 0.014 g de NADH (nicotinamin adenin
dinucleotido reducido, P.M.=709.4, MERCK) y se disolvieron en 1 mL de la
solucion de TRIS 50 mM—-EDTA 0.5 mM a pH 7.4. Se prepara al momento
de usarse, debe estar protegida de la luz y se coloca sobre hielo para

evitar su descomposicion.

GSH 50 mM: Se pesaron 154 mg de GSH (Glutation Reducido,
P.M.=307.3, NBC) y se disolvieron en 1 mL de amortiguador de fosfatos 50
mM pH 6.8. Se prepara al momento de usarse a pH ligeramente &cido,
porque asi se mantiene mas estable; debe estar protegida de la luz y se

coloca sobre hielo para evitar su oxidacion.

Sintesis de GSNO: Se disolvieron 0.306 g (1 mmol) de GSH en 2 mL de
HCI 0.625 N y se coloc6 sobre hielo y con agitacion. Posteriormente se
adicion0 poco a poco y con agitacion vigorosa 0.069 g (1 mmol) de NaNO,
y se dejo en agitacion por 30 minutos sobre hielo. Se adiciondé 5 mL de
acetona fria a la mezcla y el precipitado rojo fue recuperado por filtracion.
Se lavo 3 veces el precipitado con 2 mL de acetona al 80%, 3 veces con
acetona al 100% y 3 veces con éter etilico. El precipitado se seco al vacio
a 4° C durante toda la noche y se almacend protegido de la luz a —20° C.
La pureza se estimé que fue al 98%, de acuerdo a la absorbencia a 335
nm de una solucién 1 mM en HCI 0.5 N utilizando un & = 922 M'cm™ (Ver
Figura 40) *'.

GSNO 20 mM: Se pesaron 6.74 mg de GSNO (S-nitrosoglutation,
P.M.=337) y se disolvieron en 1 mL de amortiguador de fosfatos 50 mM pH
6.8. Se prepara al momento de usarse a pH ligeramente acido, porque asi
se mantiene mas estable; debe estar protegida de la luz y se coloca sobre

hielo para evitar su descompaosicion.
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