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GLOSARIO 

 

ADMA dimetil-arginina asimétrica 

ADP difosfato de adenosina 

ATP trifosfato de adenosina 

cAMP monofosfato de adenosina cíclico 

cGMP monofosfato de guanosina cíclico 

NOS óxido nítrico sintasas 

EPOC enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

EROs especies reactivas de oxígeno 

GC-S guanilato ciclasa soluble 

cGMP monofosfato de guanosina cíclico 

GOLD Guías de la Iniciativa Global para la EPOC (Global Initiative for 

Chronic Obstructive Lung Disease) 

GPIIb/IIIa complejo glicoprotéico mas abundante en la membrana 

plaquetaria, pertenece a la familia de las integrinas y es el sitio 

de unión de diferentes proteínas adhesivas 

KCa canales de potasio dependientes de calcio 

Km constante de Michaelis 

LDL lipoproteína de baja densidad 

NADPH nicotinamida adenín dinucleótido fosfato 

nNOS óxido nítrico sintasa neuronal o tipo 1 

NO óxido nítrico 

NOS óxido nítrico sintasas 

O2
.- anión superóxido 

ODC ornitina descarboxilasa 

RANTES quimiocinas (regulated upon activation normal T cell expressed 

and secreted) 

TNF- factor de necrosis tumoral- 
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RESUMEN 

 

El consumo de cigarro es uno de los factores de riesgo para desarrollar 

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC). Los efectos nocivos del 

tabaquismo son muy diversos; uno de ellos, se relaciona con alteraciones en el 

metabolismo del óxido nítrico (NO), un monóxido de nitrógeno que se forma 

enzimáticamente a partir del aminoácido L-arginina y que participa en una gran 

diversidad de procesos tanto fisiológicos como patológicos. Los sistemas 

enzimáticos que forman NO se conocen como óxido nítrico sintasas (NOS, por sus 

siglas en inglés) y comprenden tres isoenzimas: neuronal (nNOS o tipo 1), 

inducible (iNOS o tipo 2) y endotelial (eNOS o tipo 3), las cuales poseen varios 

mecanismos que controlan su actividad. Uno de estos mecanismos es la 

regulación de la actividad de la enzima arginasa, misma que compite con las NOS 

por el sustrato L-arginina. La arginasa hidroliza la L-arginina en L-ornitina y urea; y 

un incremento en su actividad conduce a la alteración de la actividad de las NOS 

(condición conocida internacionalmente como “uncopling”) y también a la 

disminución de la producción de NO y aumento en la producción de especies 

reactivas de oxígeno (EROs). 

Los pacientes con EPOC presentan eventos trombóticos ocasionados por 

hiperactividad plaquetaria que agravan su condición. En el presente estudio se 

cuantificó la actividad de la enzima arginasa en plaquetas de pacientes con EPOC, 

mostrándose un incremento en la misma, lo cual puede alterar la producción de 

NO y con ello, contribuir en la hiperreactividad plaquetaria de estos pacientes. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. PLAQUETAS 

1.1.1. Descripción y función 

Las plaquetas son células sanguíneos anucleadas de 1-3 μm de diámetro, con una 

membrana celular que se invagina formando los llamados sistemas canicular 

abierto y el sistema tubular denso. El primero, constituye una serie de canales 

abiertos hacia el espacio exterior, los cuales facilitan el proceso de secreción y 

permiten el acceso de sustancias hacia el interior de la plaqueta. El sistema 

tubular denso, se forma de componentes del retículo endoplásmico del 

megacariocito (célula a partir de la cual se forman las plaquetas) y constituye el 

sitio principal de almacenamiento de calcio (Ca2+). Inmediatamente por debajo y 

alrededor de toda la membrana plasmática, se presenta un haz microtubular y una 

red de microfilamentos con propiedades contráctiles que constituyen el 

citoesqueleto de la plaqueta. En el citoplasma plaquetario, se encuentran 

mitocondrias, peroxisomas, lisosomas, partículas de glucógeno y diferentes tipos 

de numerosos gránulos. Los gránulos densos contienen ADP, ATP, serotonina y 

Ca2+; mientras que los llamados gránulos  (los más numerosos), contienen 

sustancias vasoactivas y diversas proteínas, tales como el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante  (TGF-), -

tromboglobulina (-TG), fibrinógeno, los factores de coagulación V y VIII y 

proteínas de adhesión. (Guzmán AM et al., 2005) 
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Las plaquetas también participan en el proceso inflamatorio, ya que 

representan una fuente importante de mediadores de este proceso. El número de 

moléculas secretadas por las plaquetas es extenso e incluyen a una amplia gama 

de factores que intervienen en diversas asociaciones intercelulares: en la 

quimiotaxis, angiogénesis, degradación de la matriz extracelular y en diversos 

eventos de señalización en células blanco (células epiteliales, fibroblastos) (tabla 

1). Las plaquetas liberan estos factores a través de gránulos de almacenamiento, 

la síntesis de eicosanoides y fosfolípidos y, como se ha observado recientemente, 

la traducción de RNAs mensajeros. (Weyrich AS, et al., 2003; Gear AR, Carmerini D. 2003) 

 

Tabla 1. Mediadores de la inflamación almacenados y/o producidos por las plaquetas. 

(Weyrich AS, et al., 2003; Gear AR, Carmerini D. 2003) 

Quimiocinas 
RANTES (CCL5), ENA-78 (CXCL5), 

MIP-1 (CCL3) y PF4 (CXCL4) 

Lípidos 

pro-inflamatorios 

Ácido araquidónico, Tromboxanos, 

Factor activador de plaquetas (PAF) 

Factores 

pro-angiogénicos 

Factor  de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF) 

Factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF) 

Angiopoietina-1 

Factor de crecimiento epidermal (EGF) 

Factor de crecimiento insulinoide-1 y 2 (IGF-1 y 

2) 

Factor de crecimiento derivado de plaquetas 

(PDGF) 

Timosina 4 

Factores 

inhibidores 

de la angiogénesis 

PF4 

Trombospondina (TSP-1) 

Factor de crecimiento transformante-1 (TGF-1) 

 

Metaloproteinasas MMP-1 y MMP-2 
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Las plaquetas son una de las primeras células que se acumulan en los 

sitios de daño tisular, liberan factores que inician una cascada inflamatoria que 

atrae a leucocitos, activa células blanco (células epiteliales, fibroblastos) y 

estimula el crecimiento y reparación del vaso dañado. Entre los factores 

inflamatorios producidos por las plaquetas activadas, se encuentras varios tipos de 

quimiocinas, que incluyen a las RANTES (CCL5), ENA-78 (CXCL5), MIP-1 

(CCL3) y PF4 (CXCL4), las cuales se consideran como unas de las más potentes 

moléculas de señalización secretadas por las plaquetas. Las RANTES se pueden 

unir al endotelio y formar un puente entre células mononucleares y la pared 

vascular en los sitios de daño; además, también pueden mediar la activación de la 

expresión de genes en leucocitos que participan en el control del proceso 

inflamatorio. La quimiocina ENA-78, induce modificaciones en las integrinas 2 

para aumentar la adhesión de neutrófilos a la superficie endotelial. La quimiocina 

MIP-1, es un potente mediador de la inflamación inducida por virus y la PF-4 

facilita la formación de nuevos macrófagos durante el proceso inflamatorio. (Gear AR, 

Carmerini D. 2003) 

Todas estas características de las plaquetas hacen posible que, 

adicionalmente a su participación en la hemostasis vascular, también intervengan 

en otros procesos importantes como la remodelación tisular y los mecanismos de 

defensa innata; vinculándolas de esta manera con diversas enfermedades, tales 

como la enfermedad cardiovascular, la aterosclerosis, la diabetes, el asma y la 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) (figura 1). (Guzmán AM et al., 2005) 
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Figura 1. Procesos fisiológicos y patológicos en los que las plaquetas están involucradas. 

(Guzmán AM et al., 2005) 

 

1.1.2. Alteraciones plaquetarias asociadas a la EPOC 

La historia clínica de pacientes con EPOC, muestra que un porcentaje de ellos 

(28% aproximadamente) desarrollan complicaciones por eventos trombóticos en 

los vasos sanguíneos pulmonares; porcentaje que es mucho mayor cuando la 

EPOC está asociada a enfermedades cardiovasculares. Los mecanismos 

responsables de esta asociación se desconocen, sin embargo, dos grupos de 

investigadores han vinculado a la trombosis de pacientes con EPOC con un 

estado de hiperactivación plaquetaria.(Basili S, et al., 1996) Estudios posteriores de este 

mismo grupo, con el propósito de estudiar la actividad plaquetaria in vivo en 

pacientes con EPOC, encontraron que algunas moléculas de origen plaquetario (y 

marcadoras de la actividad plaquetaria), tales como  el deshidro-11-Tromboxano 

B2 (principal metabolito del tromboxano A2 en orina) y la P-selectina soluble en 

plasma sanguíneo, se encuentran elevadas.(Ferroni P, et al., 2000) 
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1.1.3. Alteraciones plaquetarias y el metabolismo del óxido nítrico 

Es posible que las alteraciones plaquetarias relacionadas con la EPOC, involucren 

una falla en la regulación de la actividad de estas células por parte del óxido nítrico 

(NO). Actualmente se sabe que el NO (antes conocido como el factor relajante 

derivado del endotelio, EDFR), es sintetizado por varias isoenzimas conocidas 

como las óxido nítrico sintasas (NOS).(Radomski MV, et al., 1990) El NO regula una gran 

diversidad de funciones, entre las que destaca la de inhibir la agregación y el 

reclutamiento de las plaquetas.(Freedman JE, et al., 1997) En pacientes fumadores, se ha 

demostrado la existencia de un estado de hiperagregabilidad plaquetaria in vitro, 

debida al menos en parte, a una disminución en la formación de NO por parte de 

las plaquetas, o a su inactivación por una excesiva producción de O2
.- en dichos 

pacientes.(Takajo Y et al., 2001) 

 

1.2. EL ÓXIDO NÍTRICO (NO) 

1.2.1. El óxido nítrico y las óxido nítrico sintasas 

El NO es un gas producido por los seres vivos a partir del aminoácido L-arginina 

(L-arg), mediante un proceso que requiere de los cofactores NADPH y 

tetrahidrobiopterina. Los sistemas enzimáticos responsables de la formación de 

este gas se conocen como óxido nítrico sintasas (NOS, por sus siglas en inglés). 

En la vía aérea, el NO es producido por tres isoenzimas de las NOS, las cuales se 

encuentran presentes en diversos tipos celulares: nNOS (neuronal o tipo 1) se 

encuentra en diversas fibras nerviosas presentes tanto en el músculo liso de la vía 

aérea, donde el NO es el principal mediador de la relajación neural del músculo 

liso, como también alrededor de glándulas submucosas, iNOS (inducible o tipo 2) 
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y la eNOS (endotelial o tipo 3) se expresa en los epitelios bronquial, alveolar y de 

la mucosa nasal; las cuales, a excepción de iNOS, son enzimas constitutivas y 

dependientes de calcio. Las NOS están presentes no sólo en el endotelio vascular, 

sino en una gran variedad de tejidos y células, incluyendo a las plaquetas. (Griffith et 

al, 1995) 

El papel fisiológico inicialmente adscrito al NO fue el de ser uno de los 

factores relajantes vasculares derivado del endotelio vascular; sin embargo, 

actualmente se sabe que esta molécula participa, en ocasiones a manera de 

segundo mensajero (como en el caso de la vaso relajación del músculo liso 

inducida por acetil colina), en una gran diversidad de funciones, tales como neuro-

transmisión y plasticidad del sistema nervioso, control de la agregación 

plaquetaria, mediador del sistema inmune y de la actividad antimicrobiana, entre 

otros. Es importante señalar que gran parte de las acciones biológicas que el NO 

tiene, son mediadas a través del segundo mensajero GMP cíclico (cGMP). (Bredt et al, 

1994) Si bien este mecanismo es el más conocido, existen otros efectos del NO que 

son dependientes de la formación y acción de diversos S-nitrosotioles (RSNO). 

La actividad de las NOS constitutivas (eNOS y nNOS) está regulada no 

solamente por las concentraciones de calcio intracelular libre (Cai
2+), sino también 

por varios mecanismos adicionales, tales como la unión covalente (esterificación) 

de los ácidos grasos palmítico y mirístico, y por las reacciones de fosforilación y 

des-fosforilación en residuos específicos de serina (S-1179) y de treonina (T-497) 

de la eNOS. Otro mecanismo de regulación, lo constituye la disponibilidad de 

tetrahidrobiopterina (uno de sus cofactores), y de su sustrato L-arginina. La 

disponibilidad deficiente de estas moléculas, puede inducir una condición de “NOS 
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disfuncional” o “NOS desacoplada”, caracterizada por una disminución en la 

síntesis de NO con la concomitante formación de O2
.- e incluso de peroxinitrito 

(ONOO-); es decir, en condiciones en que la disponibilidad de L-arginina es 

reducida, las NOS se comportan como NADPH oxidasa (formadora de O2
.-) o 

como peroxinitrito sintasa, respectivamente. (Weaver et al, 2005) 

 La L-arginina es un aminoácido que, desde el punto de vista nutricional, es 

semi-esencial, ya que en los mamíferos adultos puede ser sintetizado por medio 

del ciclo de la urea en el hígado, y de ahí se transporta al resto del organismo. La 

concentración intracelular de este aminoácido está regulada fundamentalmente, 

tanto por su transporte desde el medio extracelular (proceso en el cual participa un 

tipo de transportadores de aminoácidos catiónicos conocidos como CAT-1 ó y+), 

como por la actividad de la enzima arginasa (EC: 3.5.3.1), la cual lo transforma en 

urea y L-ornitina. Otro mecanismo que interviene en la regulación de las 

actividades de las NOS, lo constituye las variaciones en las concentraciones 

intracelulares de un inhibidor endógeno de las tres NOS: la dimetil-arginina 

asimétrica (ADMA, por sus siglas en inglés). Este inhibidor es un derivado 

metilado de la L-arginina, y se forma por la actividad de un tipo de enzimas 

conocidas como protein-arginina metil transferasas (PRMT). Las PRMT incorporan 

uno o dos grupos metilos en residuos de arginina presentes en diversas proteínas, 

las cuales después de ser hidrolizadas por enzimas proteolíticas en los 

aminoácidos que las constituyen, liberan a las argininas dimetiladas y 

monometiladas, ADMA y NG-MMA, respectivamente.(Vallance et al, 2004) 

 El inhibidor ADMA no sólo disminuye la formación de NO, sino que también 

induce el desacoplamiento de las NOS y consecuentemente, el aumento en la 
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producción de O2
.- y ONOO-, contribuyendo de esta manera, al posible 

establecimiento del estrés oxidativo. Adicionalmente, las concentraciones de 

ADMA también son reguladas por la actividad de otra enzima conocida como 

Dimetilarginina-dimetilamino hidrolasa (DDAH). Esta enzima libera dimetilamina 

(DA) y forma L-citrulina a partir de ADMA (figura 2). 

Actualmente se conoce que los mecanismos de regulación de las 

actividades de las NOS constitutivas son más bien complejos y que las actividades 

de las enzimas arginasa y DDAH, son elementos que recientemente se han 

reconocido como integrantes importantes de estos intrincados mecanismos de 

regulación de la producción de NO, tanto en condiciones fisiológicas como 

patológicas. 

 

Figura 2. Regulación de la actividad de NOS: arginasa, ADMA y DDAH. 
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1.2.2. El óxido nítrico y la regulación de la actividad plaquetaria 

1.2.2.1. Factores que regulan la producción de óxido nítrico en la 

hemostasis vascular 

Las condiciones reológicas (hemodinámicas), que fuerzan a las plaquetas a 

circular más próximas a la periferia del vaso favoreciendo la interacción plaqueta-

endotelio, facilitan la regulación de la función plaquetaria por medio del NO 

producido por las NOS del endotelio (figura 3) (Radomski and Radomski, 1999). Por otra 

parte, la geometría de los eritrocitos promueve el movimiento irregular de éstos en 

el flujo sanguíneo, facilitando la colisión de los mismos con las plaquetas, y el que 

se establezca un movimiento radial de las mismas en dirección a las paredes del 

vaso sanguíneo; efecto conocido como difusividad plaquetaria. Los eritrocitos, que 

circulan en la parte axial del lumen vascular, contienen hemoglobina, uno de los 

inhibidores más efectivos in vitro del NO. 

La estimulación de la plaqueta y de la función endotelial tiene por lo tanto 

un papel importante en la generación de NO, aunque las plaquetas inactivas 

también generan pequeñas cantidades de NO. (Zhou et al., 1995) La liberación tónica 

(constante) de NO proveniente de las células endoteliales pareciera estar mediada 

por la fuerza de roce (“shear stress”) del flujo sanguíneo. (Busse R, Fleming I, 1998)  

El sustrato de las NOS, L-arginina, está presente en altas concentraciones 

(en muchas ocasiones rebasan la Km de las NOS) en los medios extracelular e 

intracelular, así que en condiciones de reposo, la concentración de L-arginina no 

es un factor limitante para la producción de NO. En contraste, la activación 

endotelial y plaquetaria (adhesión-agregación), conducen a la estimulación de las 
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NOS y, por lo tanto, a la producción de grandes cantidades de NO. (Bode-Boger et al., 

1998) 

La eNOS (plaquetaria y endotelial) es dependiente de NADPH, biopterina, 

flavina (Salas E et al., 1997; Berkels et al., 1997) y de la disponibilidad de calcio, ya que la 

ausencia de este inhibe la actividad de la enzima. (Radomski et al., 1990)  

 

 

 

Figura 3. Producción y efectos fisiológicos del NO en el microambiente plaqueta-endotelio. 

(Jurasz P, et al., 2000) 

 

1.2.2.2. El óxido nítrico y la regulación fisiológica de la función                              

plaquetaria 

Los efectos del NO en la adhesión y la agregación plaquetaria in vitro aún están 

en estudio. No obstante la liberación basal y agonista-estimulada de NO está 

relacionada con la regulación plaquetaria. También la vasculatura de pulmón y la 
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coronaria generan NO para inhibir la adhesión plaquetaria bajo condiciones de 

flujo constante (Venturini et al., 1989; Pohl U, Busse R, 1989). La velocidad del flujo sanguíneo, 

determina el número de plaquetas que pasa por un determinado punto del árbol 

vascular, y también, el tiempo de que disponen las plaquetas para interaccionar 

con el endotelio, y la fuerza y frecuencia de esta interacción; también condiciona 

las colisiones de las plaquetas entre sí, y con otros elementos sanguíneos. De la 

misma manera, las células endoteliales estimuladas por bradicinina liberan NO en 

cantidades suficientes para inhibir la adhesión plaquetaria (Sneddon JM, Vane JR, 1988). 

La agregación plaquetaria es inducida por varios agonistas, tales como la 

fuerza de roce/rozamiento cizallamiento, y es inhibida por la liberación de NO de 

las células endoteliales (Broekman et al., 1991). Sumado a la inhibición de los procesos de 

adhesión-agregación, el NO disgrega los trombos preformados de plaquetas 

(Radomski et al., 1987) e inhibe el reclutamiento de las mismas, desfavoreciendo el 

crecimiento del trombo (Freedman et al., 1997). 

El NO es un regulador importante de la función plaquetaria in vivo. Los 

estudios en animales muestran que la liberación basal o estimulada de NO 

conlleva a la inhibición de la agregación plaquetaria inducida por algunos agentes 

de agregación o por una lesión endotelial (Houston DS, Buchanan MR, 1994). Los estudios en 

humanos evidencian que hay una liberación basal de NO al lumen vascular, 

provocando un incremento en los niveles de cGMP intraplaquetario (Andrews R et al., 

1994). En voluntarios sanos, la inhibición de las NOS con NG-monometil-L-arginina 

(L-NMMA) incrementa la agregación plaquetaria ex vivo (Bodzenta-Lukaszyk A et al., 1994) y 

acorta el tiempo de sangría (Simon et al., 1995). En contraste con la L-NMMA, la 

administración de L-arginina in vivo lleva a la inhibición de la activación plaquetaria 
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ex vivo (Bode-Boger et al., 1998). Los efectos vasodilatador (Houston DS, Buchanan MR, 1994) e 

inhibidor plaquetario (Bode-Boger et al., 1998) contribuyen a la acción hemostática del NO. 

La activación plaquetaria y la formación de trombos ocurren como resultado 

de interacciones sinérgicas entre agentes proagregantes. Estas interacciones 

sinérgicas también se dan entre agentes que inhiben la agregación plaquetaria. 

Las células endoteliales producen y liberan NO y prostaciclina (prostaglandina I2, 

PGI2), moléculas antitrombóticas que actúan de manera simultánea para 

maximizar el alcance de la inhibición plaquetaria y la protección de la pared de los 

vasos (Radomski and Moncada, 1991). Interacciones sinérgicas similares ocurren entre el 

NO y otros inhibidores de la activación plaquetaria. La importancia biológica de la 

regulación sinérgica de la función plaquetaria es el asegurar el control del proceso 

y minimizar el impacto de las alteraciones patológicas en la hemostasis. 

 

1.2.2.3. El óxido nítrico y los mecanismos de regulación 

plaquetaria 

Los niveles de calcio en el citoplasma de las plaquetas, se encuentran regulados 

por la concentración de cAMP y de cGMP en la célula, de tal forma que ante el 

estímulo de algunas prostaglandinas (PGI2, PGE1, PGD2) se activa la adenilato 

ciclasa e incrementa la concentración de cAMP, produciendo un aumento del 

calcio intracelular. Si el estímulo es por NO, la enzima activada será la guanilato 

ciclasa (GC), que inducirá un aumento de cGMP y también consecuentemente un 

incremento del calcio intracelular. 

Al igual que en muchos otros sistemas celulares y tisulares, los efectos del 

NO en las plaquetas dependen en gran parte de la estimulación de la guanilato 
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ciclasa soluble (GC-S) y el incremento resultante en los niveles de cGMP 

intraplaquetario. Sin embargo, algunos de los efectos del NO en las plaquetas 

también pueden ser independientes de la activación de la GC-S. (Irwin C et al., 2009) 

 

1.2.2.3.1. Guanilato ciclasa soluble (GC-S) 

El NO activa la GC-S uniéndose al grupo hemo de la enzima. De la unión del NO 

con la GC-S resulta la conversión de guanosina 5’-trifosfato en cGMP. (Mellion et al., 

1981) Las fracciones plaquetarias que contienen GC-S fácilmente secuestran el NO. 

(Liu et al., 1993) 

Para estudiar el papel del GC-S en la mediación de los efectos fisiológicos 

del NO en las plaquetas ha sido utilizado el 1H-[1,2,4]oxadiazol[4,3-a]quinoxalina-

1-ona (ODQ), que es un inhibidor potente y selectivo del GC-S (Martínez-Cuesta MA, 

Radomski MW, 1998). Utilizando este compuesto, se mostró que los efectos de 

antiagregación e inhibición de la adhesión in vitro son sensibles a la inhibición por 

ODQ, por lo tanto son dependientes de cGMP. 

Tres proteínas intervienen en la acción del cGMP en las plaquetas, la 

proteína cinasa dependiente de cGMP (PKG), la cAMP fosfodiesterasa y los 

canales iónicos regulados por cGMP (Walter, 1989). La estimulación de la PKG 

conlleva a la fosforilación de proteínas como la fosfoproteína estimuladora de la 

vasodilatación (VASP) (Haffner et al., 1995). Durante la adhesión plaquetaria la VASP se 

asocia con los filamentos de actina y con las uniones transmembranales entre los 

microfilamentos y la matriz extracelular (Reinhard et al., 1992). La unión de la VASP con 

el citoesqueleto plaquetario provoca la inhibición del receptor de fibrinógeno 

(complejo GPIIb/IIIa) (Horstrup et al., 1994). El complejo GPIIb/IIIa juega un importante 
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papel en los procesos de agregación plaquetaria, cuando el fibrinógeno se une al 

GPIIb/IIIa de las plaquetas activadas, forma un puente entre ellas, favoreciendo la 

agregación de las mismas. Ésta interacción receptor-fibrinógeno, requiere de la 

presencia de concentraciones micromolares (μM) de calcio extracelular, que son 

necesarias para la formación del complejo heterodimérico de las glicoproteínas. El 

cGMP es un mediador en la fosforilación del carboxilo terminal del receptor de 

tromboxano (Wang et al., 1998). Si el receptor de tromboxano es fosforilado por la PKG, 

se corta la unión del receptor con la proteína G e inhibe la agregación plaquetaria 

mediada por tromboxano (TXA2). 

Los sitios de unión entre el receptor y el inductor plaquetario, son los 

dominios extracelular y transmembranal. El dominio citosólico interacciona con 

enzimas que van a dar lugar a la formación de segundos mensajeros, y con los 

canales de iones, cuyas actividades vienen reguladas por la ocupación del 

receptor; en este proceso se requiere la intervención de las proteínas G, que 

median la interacción entre los receptores y los efectores citosólicos para la 

generación de segundos mensajeros. 

El TXA2 generado a  través de estímulos que activan las fosfolipasas al 

unirse a su receptor plaquetario, refuerza la acción agregante del estímulo inicial. 

El TXA2 a  través de su receptor, induce la movilización del Ca2+ intraplaquetario. 

El GMP cíclico también puede interferir con el transporte de aminas en las 

plaquetas. La fosforilación de proteínas inducida por cGMP puede regular 

negativamente absorción de serotonina por las plaquetas (Launay et al., 1994). La 

serotonina se encuentra contenida en los gránulos densos de la plaqueta, es 
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liberada al medio extracelular por la activación plaquetaria y tiene efectos 

vasoactivos, es por esto que produce contracción en las arterias dañadas. 

El cGMP disminuye las concentraciones basales y estimuladas de Ca2+ 

intracelular (Johansson and Haynes, 1992). En las plaquetas se han identificado algunos 

sistemas de intercambio de Ca2+. Estos incluyen; los canales activados por 

ligando, las bombas de expulsión ATPasa de Ca2+, el intercambio Na+/Ca2+, las 

bombas ATPasa del sistema tubular denso acumuladoras de Ca2+ y los canales de 

Ca2+ de transporte pasivo y receptor dependiente en el sistema tubular denso. El 

cGMP incrementa la actividad de las bombas de expulsión ATPasa de Ca2+ y el 

transporte a través de la membrana plasmática (Johansson and Haynes, 1992). Aunado a 

esto, el cGMP causa la inhibición de la movilización de Ca2+, contenido en los 

almacenes intraplaquetarios, incluyendo el sistema tubular denso (Nakashima S et al., 

1986). Los efectos del cGMP llevan al  decremento de la disponibilidad de Ca2+ 

dentro y en la vecindad proximal de las plaquetas. 

El cGMP regula negativamente la función de algunos receptores 

plaquetarios, incluyendo el receptor de fibrinógeno IIb/IIIa; y éste a su vez regula 

negativamente la expresión de P-selectina inducida por la proteincinasa C (PKC) y 

la liberación de la proteína lisosomal CD63 (proteína de membrana integral del 

lisosoma) (Michelson et al., 1996). Es interesante que los receptores del factor de von 

Willebrand (FvW) y de fibronectina, glicoproteínas Ib y Ic respectivamente, 

aparentemente no están regulados por cGMP. (Michelson et al., 1996) 
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1.2.2.4. Acción del óxido nítrico independiente de cGMP sobre las 

plaquetas 

Algunos autores sugieren que no todas las acciones del NO sobre las plaquetas 

son dependientes de la generación de cGMP. Estas pueden ser acciones directas 

del NO sobre el flujo de calcio (Menshikov et al., 1993), el metabolismo (vía inhibición de la 

ribosilación de ADP (Brune and Lapetina, 1989)) y la inhibición de la 12-lipoxigenasa 

(enzima que da inicio a la oxigenación de ácido araquidónico) (Nakatsuka and Osawa, 

1994). Entre los lípidos de la membrana plaquetaria, el ácido graso más 

representado es el ácido araquidónico (AA). Tanto el AA como sus metabolitos 

presentan propiedades pro y antiagregantes mediadas por receptores específicos. 

Se ha sugerido que algunos compuestos donadores de NO, tales como el 

S-nitrosoglutatión (GSNO), pueden inhibir la función plaquetaria de ambas formas,                          

tanto dependiente como independiente de cGMP (Gordge et al., 1998). Las acciones del 

GSNO independientes de cGMP podrían involucrar reacciones dependientes de la 

presencia de tioles y cobre. 

Las acciones biológicas del cGMP son concluidas por la cGMP 

fosfodiesterasa y por su eflujo de las plaquetas; y también pueden depender de la 

actividad de las proteínas fosfatasas. (Walter, 1989) 

1.2.3. El óxido nítrico en la fisiología y patología de la vía aérea 

Desde principio de los 90´s se tuvieron las primeras evidencias de la participación 

del NO en la fisiología y patología respiratorias, al encontrarse que la inhalación de 

este gas inducía relajación vascular pulmonar (Pepke-Zaba et al, 1991) y que el NO no 

sólo se encontraba presente en el aire exhalado de personas sanas, sino que era 

mayor en el caso de individuos con asma. (Kharitonov et al, 1994) 
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Actualmente se conoce que la actividad del músculo liso de las vías aéreas 

está controlado por diversos sistemas neuronales, incluyendo a los colinérgico, 

adrenérgico, y a los no-colinérgico no-adrenérgico (NANC o nitrérgico). Este último 

consta del NANC excitatorio (eNANC) que interviene en la contracción bronquial y 

del NANC inhibitorio (iNANC) el cual participa en su relajación. La importancia del 

NO como bronco relajante neuronal, radica en que actúa como neurotransmisor 

relajante, por medio del sistema iNANC, involucrando el aumento en la 

concentración de cGMP y la activación tanto de la PKG como de los canales de 

potasio dependientes de calcio (KCa).
 (Ricciardolo FL et al, 2004) Adicionalmente, la nNOS 

también se encuentra en células no neuronales, como en diversos epitelios, al 

menos en la rata y el cobayo. Las células donde se ha establecido la presencia de 

iNOS en la vía aérea, incluyen células epiteliales alveolares, fibroblastos 

pulmonares, músculo liso alveolar y vascular, mastocitos y neutrófilos. (Asano et al, 

1994) La expresión de la isoenzima iNOS en las vías aéreas puede lograrse por 

diversos estímulos, tanto por mediadores endógenos (quimiocinas y citocinas) 

como por exógenos, tales como toxinas bacterianas, infecciones virales, 

alergenos, hipoxia, tumores y contaminantes del aire. (Asano et al, 1994) 

Existen varios estudios en modelos animales de asma (Samb A et al, 2001) y en 

pacientes con esta enfermedad (Silkoff PE et al, 2000), que indican que la deficiencia en 

la producción de NO por parte de las NOS constitutivas forma parte importante de 

la fisiopatología de esta enfermedad, y que esta deficiencia puede deberse a una 

disminución en la biodisponibilidad de L-arginina. Luego, en el asma tenemos por 

un lado, una excesiva producción de NO producto de iNOS y por el otro, una 

disminución en la producción de NO por las cNOS. 
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1.3. LAS ARGINASAS 

La enzima arginasa (L-arginina: amidino hidrolasa, EC: 3.5.3.1), hidroliza el grupo 

amidino de la L-arginina, formando L-ornitina y urea (figura 4). Esta enzima es 

ampliamente conocida como integrante del ciclo de la urea, la vía metabólica 

cíclica cuyo papel fisiológico en el hígado de los animales urotélicos, es el de 

transformar el potencialmente tóxico amonio producto del catabolismo de los 

aminoácidos, en urea; sin embargo, la arginasa también se expresa en diversos 

tejidos y órganos extra hepáticos, tales como el endotelio vascular y el pulmón. 

 

Figura 4. Reacción que cataliza la enzima arginasa. 

 

La arginasa existe en 2 isoenzimas, la arginasa I y la II, codificadas por 

genes diferentes ambas homotriméricas, que presentan una homología del 60% y 

son dependientes de manganeso. La arginasa I se localiza en el citoplasma 

fundamentalmente de las células hepáticas, aunque también en el de otros tipos 

celulares y constituye la isoenzima no sólo más abundante en el hígado, sino de 

todo el organismo, mientras que la arginasa II se encuentra asociada a la 

membrana externa de las mitocondrias (Nissim., et al, 2005) de diversos tipos celulares 

incluyendo a los hepatocitos, pero sobre todo, expresada en las de tejidos extra 

hepáticos. (Jenkinson CP et al, 1996) En la vía aérea, ambas isoenzimas se expresan en 
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diversos tipos celulares, tales como células epiteliales bronquiales, células de 

endotelio vascular, miofibroblastos, macrófagos alveolares y células de músculo 

liso. (Zuyderduyn S et al, 2006)  

El significado fisiológico que se ha atribuido a las arginasas extra-hepáticas, 

ha sido el de participar en la regulación de la síntesis de NO y de los procesos de 

proliferación y remodelación celulares (figura 5). Esto se debe a que las arginasas, 

al utilizar a la arginina, disminuyen la disponibilidad de este aminoácido para la 

síntesis de NO por las óxido nítrico sintasas. El incremento de la actividad de 

estas enzimas está asociado a un gran número de condiciones patológicas.(Durante 

W et al., 2007) 

La L-arginina es sustrato de ambas: las NOS oxidan al sustrato, 

produciendo óxido nítrico (NO) y L-citrulina; y la arginasa hidroliza al sustrato y 

sintetiza L-ornitina y urea. La arginasa regula la producción de NO, ya que compite 

con NOS por el sustrato. Por otro lado, Nω-hidroxi-L-arginina (NOHA), un 

intermediario de la síntesis de NO catalizada por NOS, inhibe la actividad de 

arginasa. Adicionalmente, la L-ornitina, el otro producto de las arginasas, 

interviene como precursor de L-prolina y de las poliaminas putrescina, espermidina 

y espermina (biomoléculas requeridas en los procesos de remodelación, 

reparación y proliferación celulares (Satriano, 2004)) (figura 5). El incremento en la 

actividad de arginasa es crítico para el control de la respuesta inflamatoria y para 

la reparación del tejido que se ha dañado en ella. De acuerdo con este concepto, 

se ha postulado que en las enfermedades inflamatorias, tales como el síndrome 

de insuficiencia respiratoria aguda, la producción del NO a partir de L-arginina 
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forma parte de la respuesta inicial inflamatoria, mientras que la producción de L-

ornitina a partir de L-arginina se relaciona con el proceso de cicatrización. 

 

 

 

Figura 5. Utilización de L-arginina catalizado por arginasa y óxido nítrico sintasas (NOS). 

DFMO α-difluorometil ornitina, ADMA dimetilarginina asimétrica, 

OAT Ornitina aminotransferasa, ODC Ornitina descarboxilasa, 

P5C L-pirrolina-5-carboxilato, 1 pirrolina-5-carboxilato reductasa, 

2 espermidina sintasa, 3 espermina sintasa. 
(Maarsingh et al., 2008a)

 

 

Munder y cols en el 2006 (Munder M et al., 2006) documentaron que la arginasa I 

es liberada de los granulocitos humanos y presenta una alta actividad durante 

reacciones inflamatorias purulentas. La arginasa de los granulocitos humanos 

induce la supresión de la proliferación de las células T y síntesis de citocinas. Este 

efecto es debido a la disminución de L-arginina por la actividad de arginasa en el 

medio de las células T. 
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1.3.1. Regulación de la expresión y la actividad de la enzima arginasa. 

 

1.3.1.1. Regulación por TNFα 

La actividad de las arginasas extra-hepáticas se regulan tanto a nivel traduccional 

como postraduccional. Utilizando células endoteliales de arteria pulmonar de 

bovino, Nelin y cols (2005) demostraron que el tratamiento pro-inflamatorio de estas 

células con endotoxina (lipopolisacárido, LPS) y factor de necrosis tumoral- 

(TNF-), induce la expresión y actividad de arginasas I y II, concomitantemente 

con la iNOS; y que a diferencia de la inducción de iNOS, las expresiones de las 

arginasas requerían de la actividad del receptor del factor de crecimiento 

epidermal (EGF). En células endoteliales de arterias coronarias de ratón, también 

se ha demostrado el efecto inductor del TNF- en la expresión de arginasa. En 

este modelo animal, se ha podido establecer que durante el proceso de isquemia-

reperfusión, se produce un aumento en la producción de TNF- el cual  induce la 

sobre-expresión de arginasa I. El aumento en la actividad de arginasa, a su vez 

provoca la disfunción endotelial por el incremento en la producción de O2
.- 

asociado al desacoplamiento de la eNOS. (Gao X et al., 2007) El aumento en la 

expresión de arginasa también se ha asociado al daño inducido durante el proceso 

de isquemia-reperfusión en el hígado. (Reid KM et al., 2007)  
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1.3.1.2. Regulación por interacción con el citoesqueleto, especies 

reactivas de oxígeno (EROs) y lipoproteína de baja densidad 

oxidada (ox-LDL).  

Otro mecanismo de regulación de la actividad de arginasa, parece ser el 

dependiente de la interacción de la enzima con elementos del citoesqueleto. (Jiang M 

et al., 2006) En células endoteliales humanas, también se ha puesto en evidencia la 

interacción de arginasa II con componentes del citoesqueleto como los 

microtúbulos; en este caso, la asociación induce disminución de la actividad 

mientras que su disociación provoca la activación. Uno de los factores que puede 

inducir la disociación de la arginasa II de los microtúbulos y consecuentemente su 

activación, es la ox-LDL. (Ryoo S et al., 2008) La ox-LDL es un factor pro-aterogénico 

que se forma en condiciones de estrés oxidativo y que induce disfunción endotelial 

dependiente de una disminución en la producción de NO. Las evidencias indican 

un fuerte vínculo entre la activación de la arginasa II por la ox-LDL y el proceso de 

aterogénesis, lo cual a conducido a la propuesta de la inhibición de esta enzima 

como una posible terapia farmacológica para la aterosclerosis. (Ryoo S et al., 2006) En 

endotelio de arterias coronarias de porcino, también se ha mostrado un 

incremento en la actividad de arginasa vinculado con estrés oxidativo. (Thengchaisri N et 

al., 2006) En ese estudio, se determinó que el peróxido de hidrógeno (H2O2) induce 

un aumento en la expresión y la actividad de arginasa I, concomitantemente con 

una disminución en la relajación vascular dependiente de NO. Este hallazgo 

sugiere que el H2O2, específicamente interfiere con la vaso relajación dependiente 

del NO endotelial, a través de un mecanismo que involucra la reducción de la 
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disponibilidad de L-arginina para la formación de NO debida a una elevada 

actividad de la enzima arginasa I.  

 

1.3.1.3. Regulación de la actividad por S-Nitrosación.  

Los S-nitrosotioles (SNO) son productos que se forman mediante las reacciones 

de S-nitrosación (también conocidas como S-nitrosilación), las cuales se realizan 

por la reacción del NO con los grupos sulfhidrilos (SH) presentes en las proteínas 

(P-SH), para formar los S-nitrosotioles protéicos (P-SNO) correspondientes: 

P-SH + NO  P-SNO 

En la actualidad se reconoce que las reacciones de S-nitrosación, 

constituyen un mecanismo adicional de regulación de la actividad biológica de 

diversas proteínas, equiparable a los mecanismos bien conocidos de regulación 

por reacciones de fosforilación. (Hess DT et al., 2005) En relación con la arginasa, se ha 

establecido que la actividad de la enzima de endotelio vascular se encuentra 

incrementada en los estados de disfunción endotelial asociados al envejecimiento, 

debido al menos en parte, al incremento en la modificación por S-nitrosación de la 

enzima, dependiente de la producción de NO por iNOS. (Santhanam L et al., 2007) Este 

hecho es importante, ya que vincula causalmente la elevada expresión de iNOS 

que se suscita en los procesos inflamatorios, con la disfunción endotelial y la 

alteración en el metabolismo del NO, asociaciones que se conocen desde hace 

tiempo. (Hess  DT., 2005) 
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1.3.1.4. Regulación durante el desarrollo. 

Estudios realizados en fetos de ratas, han mostrado que tanto la expresión de 

arginasa II, así como la actividad total de esta enzima, se encuentran 

incrementadas en bronquios y arterias pulmonares, y que esta actividad y 

expresión disminuyen con la edad después del nacimiento. (Belik J et al., 2008) 

Adicionalmente, también se encontró que la elevada resistencia arterial pulmonar 

característica del feto, se reduce considerablemente por la acción de un inhibidor 

de la arginasa (N-hidroxi-nor-L-arginina). Estos hallazgos han permitido plantear la 

hipótesis de que la existencia de una elevada resistencia vascular pulmonar y una 

baja producción de NO en pulmón durante la vida prenatal, es debida al menos en 

parte, a una elevada expresión y actividad de arginasa en los pulmones. (Belik J et al., 

2008) En el neonato prematuro es frecuente la existencia de hipertensión pulmonar, 

por lo que también es posible que exista una elevada expresión y actividad de 

arginasa en la vía aérea de estos pacientes. 

 

1.3.2. Enfermedades asociadas a un incremento en la actividad de 

arginasa. 

Como se mencionó anteriormente, la enzima arginasa, no sólo participa en el 

catabolismo de los aminoácidos por medio del ciclo de la urea en el hígado, sino 

que también tiene un papel importante en el control de la disponibilidad de L-

arginina para otras vías metabólicas y en diversos tejidos extra hepáticos. Una de 

estas vías, es justamente hacia la síntesis de NO por las NOS; de tal manera que 

cuando la actividad de arginasa se encuentra incrementada (ya sea porque se 

encuentra sobre-expresada o activada postraduccionalmente), se disminuye la 
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disponibilidad de L-arginina para la síntesis de NO y se favorece la formación de 

especies reactivas del oxígeno y con ello, el desarrollo de la alteración conocida 

como estrés oxidativo. Es por esto, que actualmente se considera que diversas 

patologías que involucran alteraciones en el metabolismo del NO, tales como 

diabetes (Romero MJ et al, 2008; Kashyap SR et al, 2008), enfermedad cardiovascular (Katusic ZS et al, 

2007), aterosclerosis (Ryoo S et al, 2008), anemia hemolítica falciforme (Kielstein JT et al, 2005), 

disfunción eréctil (Masuda H et al, 2008) y asma (Maarsingh H et al, 2008b; 2006), se encuentran 

asociadas a incrementos en la actividad de la enzima arginasa. En la circulación, 

la producción de NO por las NOS en las células endoteliales juega un papel 

fundamental en el mantenimiento de la homeostasis vascular, inhibiendo el tono 

vascular, la agregación plaquetaria y la inflamación. Además, la síntesis de NO 

mediada por iNOS en las células del músculo liso (CML) funciona como una 

retroalimentación negativa, al inhibir la síntesis de colágena y el crecimiento 

celular, y estimular su apoptosis. La arginasa puede promover ambas, la 

disfunción de las células endoteliales y la de las CML, ya que regula el 

metabolismo de la L-arginina. En particular, la habilidad de la arginasa para 

competir con la eNOS por el sustrato L-arginina disminuye la síntesis de NO 

generando disfunción endotelial. Por otro lado, la arginasa promueve la síntesis de 

L-ornitina y la síntesis de poliaminas y L-prolina por la acción de la ornitina 

descarboxilasa (ODC) y ornitina aminotransferasa (OAT), respectivamente. La 

producción de poliaminas y L-prolina juegan un papel importante en la 

proliferación de CML y en la producción de colágena, promoviendo el desarrollo de 

lesiones vasculares. Los efectos de la arginasa son amplificados por la 

disminución de la liberación de NO, que sirve como un inhibidor del crecimiento de 
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las CML y de la síntesis de colágena. Por lo tanto, las poliaminas y la L-prolina 

también pueden estar relacionadas con otras enfermedades pulmonares en las 

que se presentan alteraciones en la remodelación tisular, como la fibrosis 

pulmonar, enfermedad pulmonar obstructiva crónica y displasia broncopulmonar 

(figura 6). (Durante W et al., 2007) 

 

 

Figura 6. Mecanismo propuesto de la participación de la arginasa en la inducción de la enfermedad vascular. 

CLM células de músculo liso, ODC  ornitina descarboxilasa, 

OAT ornitina amino transferasa
(Durante W et al., 2007) 

 

1.4. ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRÓNICA (EPOC) 

1.4.1. Definición 

La EPOC comprende a la bronquitis crónica y el enfisema pulmonar. Es más 

frecuente en mayores de 45 años y se caracteriza por obstrucción bronquial y 

destrucción de parénquima pulmonar en los casos de enfisema. La definición más 

reciente es de tipo funcional. En las Guías de la Iniciativa Global para la EPOC 
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(GOLD, siglas en inglés: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease), la 

han definido como una enfermedad caracterizada por limitación al flujo aéreo, la 

cual no es completamente reversible, la limitación de flujo aéreo es comúnmente 

progresiva y se asocia con una respuesta inflamatoria anormal de los pulmones  

por la exposición a partículas nocivas o gases. (Global initiative for chronic obstructive lung disease, 

2005) 

 

1.4.2. Epidemiología 

 

La EPOC ocupa los primeros lugares en morbi-mortalidad en todo el mundo. Su 

prevalencia mundial en personas mayores de 40 años de edad es de más del 

10%. (Global initiative for chronic obstructive lung disease, 2005) 

El incremento en la mortalidad ha sido sustancial en los últimos 30 años. En 

1990 ocupaba el sexto lugar y se considera que ocupará el tercer lugar para el 

2020 y en términos de morbilidad se situará del cuarto al tercer lugar a nivel 

mundial. (Pawel RA, Rabe KF, 2004) La causa del incremento en la morbi-mortalidad se 

debe principalmente a la epidemia del tabaco que estamos viviendo en todo el 

mundo. Además, los cambios demográficos, sobre todo en países en vías de 

desarrollo donde la esperanza de vida está aumentando, permitirán ensanchar el 

riesgo de que más personas cursen con esta enfermedad. (López AD et al., 2006) 

Se sabe que 600 millones de personas padecen la enfermedad a nivel 

mundial y mueren prematuramente 2.75 millones al año, según estimaciones de la 

OMS, y las previsiones son desalentadoras para las siguientes décadas. 
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En la actualidad se sitúa como la cuarta causa de muerta en el mundo, 

únicamente después de las enfermedades coronarias, cerebrovasculares y las 

neoplasias, siendo una de las enfermedades de este grupo que aumenta en 

frecuencia. 

En México como en los demás países de Latinoamérica, la EPOC, es una 

enfermedad sobresaliente por su morbi-mortalidad, sin embargo, permanece 

subdiagnosticada y poco reconocida como un problema de salud pública. En 

nuestro país, la EPOC ocupa el 5° lugar dentro de las 10 primeras causas de 

mortalidad general en personas mayores de 65 años en 2005 (INEGI, 2005) y en la 

zona metropolitana de la Ciudad de México el 7.8% de la población de más de 40 

años la padece. (Menezes AM et al., 2005)  

En cuanto a la morbilidad, no existen datos específicos en nuestro país. Sin 

embargo, existen evidencias de que también la morbilidad es muy importante. En 

el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), la EPOC ocupa el 

segundo lugar en visitas a urgencias, el 4° lugar como causa de egreso 

hospitalario y se ubicó en el 5° lugar de morbilidad y mortalidad hospitalaria en el 

año 2005. A pesar de todos estos datos, la EPOC permanece subdiagnosticada 

en nuestro país, no sólo en los estadios tempranos de la enfermedad, sino 

también en los tardíos. 

  

1.4.3. Fisiopatología 

La EPOC se caracteriza por inflamación crónica de la vía  aérea, del parénquima 

pulmonar y de las arterias pulmonares. Las células y mediadores inflamatorios 

involucrados en ese proceso son: los macrófagos alveolares, polimorfonucleares 
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(PMN), linfocitos T (CD8) y células epiteliales. Entre los mediadores se 

encuentran: TNF-, leucotrieno B4 (LTB4), interleucina 8 (IL-8) y el factor 

quimiotáctico de los neutrófilos. 

En las etapas tempranas de la enfermedad puede presentarse tos con 

expectoración, reflejo de la disfunción ciliar e hipersecreción de moco, y al final de 

la enfermedad lo característico es el cor pulmonale (corazón pulmonar, hipertrofia 

de las cavidades derechas del corazón), el cual guarda una estrecha relación con 

el grado de hipoxemia y se asocia a un pronóstico pobre. 

Además de la inflamación, otros procesos intervienen en la patogénesis, 

como son el desequilibrio en proteasas y antiproteasas y el estrés oxidativo. (Global 

initiative for chronic obstructive lung disease, 2005) 

La activación de PMN y macrófagos provoca la liberación de diferentes 

proteasas las cuales, son responsables de la destrucción de los bronquiolos y del 

parénquima pulmonar. (Stockley RA, 1994) En condiciones normales, estas proteasas, 

son inhibidas por la α-1-antitripsina. En las personas que desarrollan EPOC (15-

20% de los fumadores), hay una alteración o desequilibrio de este sistema 

provocando una mayor actividad proteolítica sobre los componentes de matriz 

extracelular, lo que propicia parte del daño que se le atribuye al tabaquismo. (Global 

initiative for chronic obstructive lung disease, 2005) Se ha encontrado que junto a la destrucción 

provocada por las diferentes proteasas, se encuentra la generación de un daño 

por estrés oxidativo. (Dekhuizen PN et al., 1996) Diversos estudios han reportado 

incrementos anormales de peróxido de hidrógeno y 8 iso-prostano en el aire 

exhalado y en orina de pacientes con EPOC (principalmente durante una 
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exacerbación). Estos productos son liberados durante la producción de daño por 

radicales libres, lo que a su vez incrementa la inflamación y la lesión proteolítica. 

Todos estos factores provocan los cambios observados en pacientes con 

EPOC, como es la limitación del flujo aéreo que se observa en la enfermedad de 

la vía aérea pequeña y el enfisema. Aunque a la fecha no está claro por qué 

algunos evolucionan hacia la bronquitis y otros tienen predominantemente 

enfisema. Existe actualmente un debate acerca del origen de la obstrucción de la 

vía aérea en EPOC. Por un lado, se cree que es fundamentalmente debida a la 

obstrucción de lumen de la vía aérea pequeña como resultado de una 

bronquiolitis. Por otro lado, se piensa que la limitación del flujo aéreo se debe a la 

pérdida de la elasticidad y cierre de las vías aéreas pequeñas producto de la 

destrucción del parénquima. La pérdida de la elasticidad del pulmón puede ocurrir 

aun en la ausencia de enfisema y es probable que sea un factor importante para la 

obstrucción de la vía aérea en pacientes con EPOC. Es probable que ambos 

mecanismos tengan un papel en grado variable para producir limitación del flujo 

aéreo en la mayoría de los pacientes. (Global initiative for chronic obstructive lung disease, 2005) 

 

1.4.3.1. Proceso inflamatorio 

Cuando se lesiona un tejido, ya sea por la infección, traumatismo, sustancias 

químicas, calor u otros factores, el tejido lesionado libera múltiples sustancias que 

provocan cambios secundarios en los tejidos. Todo el complejo de cambios 

tisulares se denomina inflamación. (Guyton-Hall, 2001) 

La inflamación se caracteriza por: 
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i. Dilatación de los vasos sanguíneos locales, con aumento de flujo 

sanguíneo local. 

ii. Aumento de la permeabilidad de los capilares que permite la filtración 

de grandes cantidades de líquido a espacios intersticiales. 

iii. Coagulación de líquido en espacio intersticial por una cantidad 

excesiva de fibrinógeno y de otras proteínas que salen de los 

capilares. 

iv. Migración de un gran número de granulocitos y monocitos al tejido. 

v. Tumefacción de las células tisulares. Algunos productos tisulares que 

provocan esta reacción son la histamina, la bradicinina, la serotonina, 

las prostaglandinas, los diferentes productos de reacción del sistema 

de coagulación de la sangre y numerosas sustancias llamadas 

linfocinas que son liberadas por las células T sensibilizadas. Varias 

de estas sustancias activan el sistema macrofágico, y en pocas 

horas estas células comienzan a devorar los tejidos destruidos; a 

veces, los macrófagos también lesionan las células tisulares 

sobrevivientes. (Guyton-Hall, 2001) 

 

Uno de los primeros resultados de la inflamación consiste en la tabicación 

del área de lesión, que la separa del resto de los tejidos. Los espacios tisulares y 

los vasos linfáticos del área inflamada se bloquean con coágulos de fibrinógeno, 

de forma que, poco después, el líquido apenas fluye a través de los espacios. Este 

proceso de tabicación retrasa la propagación de infecciones o de productos 

tóxicos. 
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El macrófago tisular constituye la primera línea de defensa contra la 

infección. A pocos minutos de la inflamación, los macrófagos presentes en los 

tejidos comienzan de inmediato las acciones fagocíticas. El primer efecto de su 

activación por los productos de la infección y de la inflamación, consiste en un 

aumento rápido del tamaño de cada una de éstas células. Después muchos de los 

macrófagos previamente asentados rompen sus adherencias y se tornan móviles, 

creando la primera línea de defensa. 

La invasión de los neutrófilos al área inflamada constituye la segunda línea 

de defensa. En la primera hora de la inflamación, un gran número de neutrófilos 

empieza a invadir la zona inflamada desde la sangre, como consecuencia de los 

productos de los tejidos inflamados, que inician las siguientes reacciones: 

i. Alteran la superficie interna del endotelio capilar, con lo que los 

neutrófilos se pegan a las paredes capilares del área inflamada. Este 

efecto se denomina marginación, determina que las células endoteliales 

de los capilares y de las pequeñas vénulas se separen, formando 

aberturas lo bastante grandes como para que los neutrófilos pasen de la 

sangre a los espacios tisulares mediante diapédesis. 

ii. Otros productos de la inflamación inducen quimiotaxis de neutrófilos 

hacia los tejidos lesionados. 

De este modo varias horas después de que empiece la lesión tisular, el 

área se llena de neutrófilos. Los neutrófilos sanguíneos ya son células maduras y 

están preparadas para comenzar de inmediato sus funciones de depuración, 

destrucción de bacterias y eliminación de materia extraña. 
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La tercera línea de defensa del tejido inflamado consiste en una segunda 

invasión. Junto a la invasión de los neutrófilos, los monocitos de la sangre entran 

en el tejido inflamado y aumentan el tamaño hasta convertirse en macrófagos. Los 

macrófagos pueden fagocitar mucho más bacterias y partículas mucho mayores 

como los propios neutrófilos y grandes cantidades de tejido necrótico. 

La mayor producción de granulocitos y macrófagos por la médula ósea 

constituye la cuarta línea de defensa. Consiste en la producción aumentada de 

granulocitos y monocitos en la médula ósea. Este incremento obedece a la 

estimulación de las células progenitoras granulocíticas y monocíticas de la 

médula. Sin embargo, los granulocitos y los monocitos formados tardan de 3 a 4 

días en alcanzar el estadio para abandonar la médula ósea. Si el estímulo del 

tejido inflamatorio continúa, la médula ósea puede seguir generando grandes 

cantidades de estas células durante meses e incluso años, a veces con un ritmo 

de producción entre 20 a 50 veces mayor de lo normal. (Guyton-Hall, 2001) 

 

1.4.3.2. Factores de riesgo 

El factor de riesgo más frecuente para la EPOC es el tabaquismo (Global initiative for 

chronic obstructive lung disease, 2005), sin embargo, en México y otros países 

latinoamericanos existe otro factor de riesgo que consiste en la exposición a humo 

de leña, sobre todo en las mujeres que  viven en las áreas rurales cuya única 

forma de combustible es la leña. (Ramírez-Venegas A et al., 2006) 

La intensidad de la exposición y la susceptibilidad genética son factores que 

influyen para que un sujeto adquiera la enfermedad, ya que no todos los sujetos 

que fuman, o los que se exponen a humo de leña van a desarrollarla. Por 
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supuesto que a mayor exposición el riesgo aumenta. Por ejemplo entre los 

fumadores, sólo un 10 a 15% presentarán la enfermedad. Y en el caso de las 

mujeres que están expuestas a humo de leña, un índice de exposición a humo de 

leña de 100h/año es riesgo para desarrollar bronquitis crónica sin obstrucción. 

Mientras que con 200h/año o más el riesgo de tener EPOC es 75 veces mayor 

que en las mujeres sin esta exposición. (Pérez-Padilla R et al., 1996) 

El asma y la hiperreactividad bronquial, son factores de riesgo que se han 

señalado para el desarrollo de la EPOC. Las guías globales para el diagnóstico y 

tratamiento de la EPOC han agrupado a los factores de riesgo en los que están 

directamente relacionados con el huésped y los exposicionales o ambientales. 

(Pauwels RA et al., 2001) 

 

1.4.4. Clasificación 

El diagnóstico de la EPOC se realiza en un paciente con: a) factores de riesgo 

(humo de cigarro, humo de leña) b) síntomas característicos de la enfermedad 

(tos, expectoración y disnea), y se corrobora por c) los hallazgos de gabinete, 

siendo la espirometría posbroncodilatador la prueba que lo confirma. 

 La espirometría es un estudio de determina la presencia de obstrucción y la 

severidad de la misma. Los parámetros de la espirometría posbroncodilatador que 

deben evaluarse son: el volumen espiratorio forzado en el primer segundo (VEF1) 

y la relación VEF1/capacidad vital forzada (VEF1/CVF). 

 Si un paciente tiene esta relación VEF1/CVF menor del 70% del predicho 

posbroncodilatador, se concluye que el paciente tiene EPOC. El segundo paso 

consiste en evaluar la severidad de la obstrucción, mediante el VEF1 
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posbroncodilatador. En la tabla 2 se muestran los estadios de severidad de la 

EPOC (0 a IV), propuestos por las guías GOLD. (Global initiative for chronic obstructive lung 

disease, 2005) 

Tabla 2. Clasificación de la EPOC de acuerdo a la GOLD 

Estadios Severidad de la EPOC VEF1/CVF %p VEF1 %p 

0 En riesgo >70%p >80% 

I Leve <70%p ≥80%p 

II Moderado <70%p <80% y ≥50 

III Severo <70%p <50% y ≥30 

IV Muy severo <70%p 

<30% o <50% con insuficiencia 

respiratoria (PaO2 < 60 mm.Hg) 

y/o presencia de Cor pulmonale 

VEF1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo 

CVF: capacidad vital forzada 

p: predicho 

 

1.5. El humo de cigarro (HC) 

1.5.1. El humo de cigarro y la arginasa. 

Recientemente se ha venido fortaleciendo el concepto de que, varios de los 

efectos del humo de cigarro (HC), están vinculados a alteraciones en el 

metabolismo del NO, y que estos se deben a una activación y/o a un aumento en 

la expresión de la enzima arginasa. (Zhang WZ et al., 2006; Bergeron C et al., 2007) 

El humo de cigarro  estimula la proliferación celular por medio de la 

producción de poliaminas por la vía de la arginasa I. La nicotina, un componente 

importante del humo de cigarro, tiene la capacidad de incrementar la arginasa I y 

la expresión de la ODC. La nicotina incrementa significativamente la expresión del 

mRNA de la arginasa I y de la ODC en las células epiteliales de la línea celular 

BEAS-2B. (Bergeron C et al., 2007) 
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Imamura en 2007 (Immamura M et al., 2007) informó que el extracto del humo de 

cigarro al ser administrado de forma subcutánea en conejos machos una vez al 

día por cinco semanas, disminuyó significativamente la producción de cGMP (un 

marcador de generación de NO). Este fenómeno fue asociado con la atenuación 

de la activad de las NOS constitutivas, incremento de la actividad de la enzima 

arginasa, acumulación de inhibidores endógenos de las NOS tales como 

monometilarginina (MMA) y dimetilarginina asimétrica (ADMA) y disminución de la 

actividad de la enzima dimetilarginina-dimetil aminohidrolasa (DDAH). También se 

ha demostrado que el humo del cigarro atenúa la actividad de las NOS 

constitutivas en el pene, así como la expresión de la nNOS sin alterar la expresión 

de la eNOS en la rata. (Xie Y et al., 1997) 
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2. HIPÓTESIS 

La EPOC está asociada a un proceso inflamatorio que conduce a una mayor 

actividad de la enzima arginasa en las plaquetas de los pacientes que padecen 

esta enfermedad. 

 

3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GENERAL 

 Determinar si en plaquetas de pacientes con EPOC (GOLD I, II, III y IV) 

existe una mayor actividad de la enzima arginasa. 

 

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

 Implementar un método para medir la actividad de la enzima arginasa en 

plaquetas. 

 Comparar la actividad de la enzima arginasa en plaquetas de sujetos sanos 

y de pacientes ex-fumadores con EPOC. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

Estudios recientes han mostrado que las arginasas extra-hepáticas, regulan la 

formación de óxido nítrico (NO) a partir de L-arginina, al transformar la L-arginina 

en L-ornitina y urea. Adicionalmente, se ha documentado que muchas condiciones 

patológicas vinculadas a alteraciones en la formación del NO, también están 

asociadas a un incremento en la actividad de la enzima arginasa, disminuyéndose 

la disponibilidad de L-arginina para la biosíntesis de NO. La importancia de esto 

radica en que el NO no sólo interviene en la regulación del tono vascular, sino que 

también en un gran número de procesos fisiológicos, incluyendo la activación 

plaquetaria. 

Debido a que las plaquetas participan de manera importante en los procesos 

inflamatorios incluyendo la EPOC, resulta importante el determinar las causas de 

estas alteraciones plaquetarias. Una de las posibles causas podría estar 

relacionada con una modificación en la actividad de la enzima arginasa en estas 

células. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

El trabajo de tesis se llevó a cabo en el laboratorio de Bioquímica Inorgánica del 

Departamento de Bioquímica y Medicina Ambiental en el Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias (INER) “Ismael Cosio Villegas”, formando parte del 

proyecto con código B10-03, aprobado por el Comité de Ciencia y Bioética. 

 

5.1. CONSIDERACIONES ÉTICAS 

En este estudio se utilizaron muestras de sangre total que fueron obtenidas 

cuando los pacientes se realizaron estudios de laboratorio como parte del 

seguimiento en su padecimiento. Por lo que este estudio se considera, según la 

Ley General de Salud en Materia de Investigación para la Salud, como de riesgo 

mínimo. 

 Se informó al paciente que una parte de la sangre tomada en el laboratorio 

clínico se utilizaría para otras evaluaciones con fines de investigación por lo que 

se adjuntó carta de consentimiento informado (anexo I) el cuál contenía los 

propósitos y objetivos de la investigación, los beneficios y posibles molestias e 

inconvenientes de la participación del paciente y sus familiares, así como también 

el derecho de retirarse en cualquier momento y por cualquier motivo de la 

investigación, sin verse perjudicada su atención médica. 
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5.2. TIPO DE ESTUDIO 

Tipo de investigación: Observacional Descriptivo. 

Método de observación: Transversal. 

Temporalidad: Prospectivo. 

 

5.3. CAPTACIÓN DE PACIENTES 

Los pacientes fueron captados con base en los criterios de selección, por medio 

de un muestreo de casos consecutivos que ingresaron al departamento de 

enfermedades de las vías aéreas y al servicio de urgencias del INER. 

 

5.4. TAMAÑO DE LA MUESTRA 

Debido a que no hubo un estudio previamente documentado y publicado de la 

actividad de arginasa plaquetaria en individuos sanos, no se pudo calcular el 

tamaño de la muestra. 

 

5.5. CRITERIOS DE SELECCIÓN 

La selección, seguimiento e idoneidad de los pacientes y del grupo control para el 

estudio fue llevado a cabo por médicos Neumólogos, del servicio clínico de 

enfermedades de las vías aéreas del INER. 
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5.5.1. CRITERIOS DE INCLUSIÓN DE PACIENTES CON EPOC 

Pacientes tanto de sexo masculino como femenino, con un intervalo de edad de 

50 a 75 años, con diagnóstico de enfermedad pulmonar obstructiva crónica que 

cumplan los criterios internacionales para ser considerados GOLD I, II, III y IV, que 

radiquen en la zona metropolitana de la Ciudad de México, y que firmen el 

consentimiento informado. 

 

5.5.2. CRITERIOS DE NO INCLUSIÓN DE PACIENTES CON EPOC 

La presencia de cualquier patología activa: Diabetes tipo 1 o tipo 2, infección 

activa (VIH, hepatitis) y cáncer. 

 

5.5.3. CRITERIOS DE INCLUSIÓN DEL GRUPO CONTROL 

Voluntarios del sexo masculino o femenino, con un intervalo de edad de 50 a 75 

años. Que las pruebas de laboratorio corroboren su buen estado de salud. Que 

hayan firmado el consentimiento informado. 

 

5.5.4. CRITERIOS DE NO INCLUSIÓN DEL GRUPO CONTROL 

Que sean fumadores activos y/o pasivos, que presenten cualquier patología 

activa: Diabetes tipo 1 o tipo 2, infección activa (VIH, hepatitis) y cáncer. 
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5.6. DISEÑO EXPERIMENTAL 

5.6.1. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PLAQUETAS POR 

TURBIDIMETRÍA 

Se utilizaron muestras de pacientes de Banco de Sangre del Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias (INER). Para la técnica se ocuparon un total de 6 

pacientes. 

5.6.1.1. PREPARACIÓN DE MUESTRAS 

o Las muestras de sangre fueron obtenidas por venopunción y colocadas en 

tubos plásticos de 5 mL con anticoagulante EDTA (ácido etilendiamino 

tetraacético). 

o Los ~4 mL de sangre periférica se centrifugaron a 150 g (aceleración 

centrífuga relativa) durante 15 minutos y se recolectaron ¾ partes del plasma 

sanguíneo. Este plasma se consideró como el plasma rico en plaquetas (PRP). 

o El PRP se centrifugó a 150 g durante 6 minutos. Se recolectó el sobrenadante. 

o Se formaron “pool” de ~2mL de PRP. 

o De cada “pool” se hicieron 5 diluciones con solución salina: 1:4, 1:2.4,  1:1.9, 

1:1.5 y 1:1.2 

o Se obtuvo la lectura a 600 nm en el espectrofotómetro (Thermo Scientific, 

GENESYS 10 UV) de todas las diluciones y del plasma sin diluir. 

o Se hizo conteo celular de la dilución 1:4 con el coulter (Sysmex, XS-1000i para 

muestreo individual de tubo cerrado) (N° de células/μL). Con base en esto, se 

calculó el número de células de cada dilución. 
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o Un mililitro de PRP se centrifugó a 1000 g durante 5 minutos, para obtener 

plasma pobre en plaquetas (PPP). 

o Se hicieron las mismas diluciones que con el PRP y se tomaron las lecturas a 

600 nm en el espectrofotómetro (Thermo Scientific, GENESYS 10 UV). 

 

5.6.2. OBTENCIÓN DE PLAQUETAS 

Las muestras de sangre fueron obtenidas por venopunción y colocadas en tubos 

plásticos de 5 mL con anticoagulante EDTA 5mM (ácido etilendiamino 

tetraacético). 

Los ~4 mL de sangre periférica fueron centrifugados a 150 g (fuerza centrífuga 

relativa) durante 15 minutos y se recolectó ¾ partes del plasma sanguíneo rico en 

plaquetas (PRP). Posteriormente se procedió de la siguiente manera: 

o Centrifugar el PRP a 150 g durante 6 minutos y recolectar 1 mL del 

sobrenadante. 

o Tomar lectura de absorbencia (Abs) del PRP a 600nm en espectrofotómetro 

(Thermo Scientific, GENESYS 10 UV) (turbidez). 

o Centrifugar en tubo eppendorf de 1.5 mL a 1000 g durante 5 minutos. 

o Recolectar  el plasma pobre  en plaquetas (PPP) o sobrenadante. 

o Tomar lectura de As del PPP a 600nm en espectrofotómetro (Thermo 

Scientific, GENESYS 10 UV). 

o Mantener el PPP sobre hielo o almacenar en congelación para su análisis 

posterior. 
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o Lavar el paquete de plaquetas con 1.5 mL de PBS-EDTA 1mM pH 7.2, 

resuspender suavemente las células. 

o Centrifugar a 1000 g durante 7 minutos para recuperar el paquete de 

plaquetas. 

o Decantar el sobrenadante. 

 

5.6.3. PREPARACIÓN DEL LISADO DE PLAQUETAS 

El volumen de lisis de las plaquetas se determinó tomando como criterio general, 

que dada una diferencia de 0.5 de absorbencia (Abs PRP – Abs PPP), las 

plaquetas se lisarían con 0.15 mL de solución lítica: TRIS-HCl 50 mM pH 7.5-

PMSF 0.13 mM-Tx 100 al 0.1% (mantener a -4°C). 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠  𝜇𝐿 =
 𝐴𝑏𝑠 𝑃𝑅𝑃 − 𝐴𝑏𝑠 𝑃𝑃𝑃 × 150

0.5
 

 

5.6.4. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PLAQUETAS 

Con base en la curva estándar de conteo de plaquetas por turbidimetría,  para 

determinar la concentración de plaquetas en el lisado, se utilizó la siguiente 

ecuación: 

108 𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑡𝑎𝑠

𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑠𝑎𝑑𝑜
=
 
𝑁° 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑡𝑎𝑠
𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎

 ÷ 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠 (𝜇𝐿)

105
 

 



49 
 

5.6.5. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNA 

5.6.5.1. FUNDAMENTO 

Este método consta de dos etapas: en la primera, los iones Cu2+, en medio 

alcalino, se unen a las proteínas formando complejos con los átomos de nitrógeno 

de los enlaces peptídicos. Estos complejos Cu2+-proteína tienen un color azul 

claro. Además, provocan, cambios en la estructura tridimensional de la proteína, 

exponiéndose los residuos de tirosina que van a participar en la segunda etapa de 

la reacción, donde el Cu2+ actúa como catalizador de la reducción, también en 

medio básico, del reactivo de Folin-Ciocalteau, por parte de los grupos fenólicos 

de los residuos de tirosina, presentes en la mayoría de las proteínas. El principal 

constituyente del reactivo de Folin-Ciocalteau es el ácido fosfomolibdotúngstico, 

de color amarillo, que al ser reducido por los fenoles da lugar a un complejo de 

color azul intenso. Lowry y colaboradores (Lowry OH et al., 1951) hicieron una 

modificación de esta técnica para la determinación de cantidades pequeñas de 

proteína del orden de 30 a 100 μg con una precipitación de ±10%. 

 

Figura 7. Fundamento de la cuantificación de proteína por el método de Folin-Fenol. 
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5.6.5.2. DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS EN EL LISADO DE PLAQUETAS 

 

++ Consultar la preparación de la solución en el anexo III 

 

5.6.5.3. CÁLCULOS (ver fórmula para obtener mg de proteína en el anexo II) 

𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎

𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑠𝑎𝑑𝑜
= 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 × 100  

 

5.6.6. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ARGINASA 

5.6.6.1. FUNDAMENTO 

Es una reacción de condensación entre α-isonitrosopropiofenona (ISPF) y urea 

(liberada por acción de la enzima arginasa) en un medio ácido, dando lugar a la 

formación de diazina, compuesto que se puede cuantificar a 544 nm. Se le 

hicieron algunas modificaciones al método original para adaptarlo al tipo celular 

que se manejó. (Corraliza IM et al., 1994) 

Tubo 

Lisado de 

plaquetas 

(mL) 

H2O 

desionizada 

( mL) 

Solución 

C++ 

( mL)* 

Solución 

D++ 

( mL)** 

Blanco 

 

 

------- 0.25 1 0.1 

Problema 0.01 0.24 1 0.1 

* Mezclar e incubar 10 minutos a temperatura ambiente 

** Mezclar e incubar 45 minutos a temperatura ambiente 

Leer Abs a 550 nm 

(Thermo Scientific, GENESYS 10 UV) 
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Figura 8. Fundamento de la cuantificación de urea. 

 

5.6.6.2. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE ARGINASA EN PLAQUETAS 

 Blanco Problema 

Solución lítica para plaquetas++ 0.025 mL ----------- 

Lisado de plaquetas -------- 0.025 mL 

MnCl2 10mM++ 0.025 mL 0.025 mL 

Mezclar e incubar 10 minutos a 55 °C 

(“activación”) 

L-Arginina 0.5 M pH 9.7++ 0.05 mL 0.05 mL 

Mezclar e incubar 60 minutos a 37 °C 

Mezcla ácida++ 0.4 mL 0.4 mL 

ISPF 4.5 %++ 0.025 mL 0.025 mL 

Mezclar e incubar 45 minutos en baño 

de agua en ebullición 

Enfriar y centrifugar a 10000 rpm 

durante 2 minutos 

Leer Abs del sobrenadante a 544 nm 

(Thermo Scientific, GENESYS 10 UV) 
++ Consultar la preparación de la solución en el anexo III 
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5.6.6.3. CÁLCULOS (ver fórmula para obtener nmoles de urea en el anexo II) 

o Actividad específica por mg de proteína 

𝑛𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑢𝑟𝑒𝑎

𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑚𝑖𝑛 
=  

𝑛𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑢𝑟𝑒𝑎 × 40

60
 ÷  

𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎

𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑠𝑎𝑑𝑜
  

o Actividad por número de plaquetas 

𝑛𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑢𝑟𝑒𝑎

108  𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑡𝑎𝑠 𝑚𝑖𝑛 
=  

𝑛𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑢𝑟𝑒𝑎 × 40

60
 ÷  

 108  𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑡𝑎𝑠

𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑠𝑎𝑑𝑜
  

 

5.7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los datos se analizaron mediante diferentes pruebas estadísticas, prueba de t 

student para muestras independientes, ANOVA de una vía, comparaciones 

múltiples mediante una prueba post-hoc de Bonferroni y regresión lineal. Con el 

programa prisma 5 (Graph Pad), se considera una significancia del 95 %. 
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6. RESULTADOS 

6.1. CURVA ESTÁNDAR DE NÚMERO DE PLAQUETAS 

La turbidez del PRP no está dada únicamente por las plaquetas. Es por esto que 

también se tomaron las lecturas del PPP. De este modo, la absorbencia o turbidez 

del plasma dada por las plaquetas es: 

Abs (600nm) PRP – Abs (600nm) PPP = Abs real 

Sólo se reportan lo valores de la curva que presentaron un comportamiento lineal, 

como se puede observar en la figura 9. 

N° de plaquetas/μl 

de plasma 
Abs (600 nm) 

N° de plaquetas/μl 

de plasma 
Abs (600 nm) 

91000 0.421 186368 0.638 

92000 0.413 188416 0.630 

100000 0.432 194970 0.725 

104000 0.445 204800 0.677 

105000 0.430 209715 0.663 

106000 0.423 212992 0.707 

119000 0.503 215040 0.688 

128000 0.502 216269 0.649 

132000 0.500 217088 0.677 

134000 0.497 219546 0.706 

141000 0.478 231014 0.665 

149094 0.577 232960 0.688 

150733 0.570 235520 0.683 

163840 0.617 243712 0.782 

170394 0.651 256000 0.733 

172032 0.611 262144 0.734 

173670 0.611 266240 0.752 

 



54 
 

 

Figura 9. Relación del número (N°) de plaquetas (PLQ) 

con la turbidez (600nm) del plasma. 

 

Basándonos en la ecuación de la regresión lineal, concluimos que: 

𝑁° 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑞𝑢𝑒𝑡𝑎𝑠 𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑠𝑚𝑎 =  (
 𝐴𝑏𝑠 𝑃𝑅𝑃 − 𝐴𝑏𝑠 𝑃𝑃𝑃 −  0.2453362) × 109

2
  

 

6.2. DATOS DEMOGRÁFICOS DE LOS PACIENTES CON EPOC 

En la tabla 3 se observa el número de pacientes (N) del grupo control y de los 

pacientes con EPOC en sus diferentes estadios (GOLD I, II, III, IV), así como la 

edad y el índice de masa corporal (IMC, kg/m2) de cada grupo, reportado con la 

media y la desviación estándar (x ± DE) de los datos. En el caso de la edad y el 

IMC no se encontraron diferencias estadísticamente significativas. 

 

y = 2E-06x + 0.2453
R² = 0.9183

0
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Tabla 3. Datos demográficos de los diferentes estadios de la EPOC. 

Parámetros CONTROL GOLD I GOLD II GOLD III GOLD IV Significancia 

estadística N 10 6 9 9 4 

Edad 64 ± 9 73 ± 8 66 ± 14 70 ± 7 69 ± 6 ns 

IMC 31.3 ± 8 29.4 ± 6.1 28.3 ± 6.3 24.8 ± 4 24.7 ± 4.6 ns 

 

6.3. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ARGINASA 

En la figura 10 se muestra en el eje de las abscisas los grupos que se evaluaron 

(control, GOLD I, II, III y IV) y en el eje de las ordenadas los nmoles de urea 

liberada por mg de proteína en un minuto. Los GOLD I (8.49 ± 1.29), II (8.23 ± 

1.54), III (7.86 ± 1.64) y IV (8.22 ± 2.51) presentaron diferencias estadísticas 

significativas al compararlos con el grupo control (3.96 ± 0.59). En cada columna 

se indica el número de pacientes estudiados (n). 
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Figura 10. Actividad enzimática de arginasa en pacientes ex fumadores 

con EPOC (GOLD I, II, III y IV), reportada por mg de proteína. 
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Al compararse los estadios de la EPOC (GOLD I, II, III y IV) entre sí, no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas. Es por esto que se 

agruparon los estadios en una sola columna (EPOC) y se comparó con el grupo 

control. En la figura 11 se muestra en el eje de las abscisas los grupos que se 

evaluaron (control y EPOC) y en el eje de las ordenadas los nmoles de urea 

liberada por mg de proteína en un minuto. La columna de los pacientes ex 

fumadores con EPOC (8.21 ± 1.53) presentó diferencias estadísticas significativas 

al compararla con el grupo control (3.96 ± 0.59). En cada columna se indica el 

número de pacientes estudiados (n). 
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Figura 11. Actividad enzimática de arginasa en pacientes ex fumadores 

con EPOC, reportada por mg de proteína. 

 

En la figura 12 se muestra en el eje de las abscisas los grupos que se evaluaron 

(control, GOLD I, II, III y IV) y en el eje de las ordenadas los nmoles de urea 

liberada por número de plaquetas (PLQ) en un minuto. Los GOLD I (5.56 ± 1.32), 
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II (5.57 ± 2) y III (5.28 ± 2.1) presentaron diferencias estadísticas significativas al 

compararlos con el grupo control (2.25 ± 0.5). El GOLD IV (5.18 ± 0.7). En cada 

columna se indica el número de pacientes estudiados (n). 
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Figura 12. Actividad enzimática de arginasa en pacientes ex fumadores 

con EPOC (GOLD I, II, III y IV), reportado por número de plaquetas (PLQ). 

 

Al compararse los estadios de la EPOC (GOLD I, II, III y IV) entre sí, no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas. Es por esto que se 

agruparon los estadios en una sola columna (EPOC) y se comparó con el grupo 

control. En la figura 13 se muestra en el eje de las abscisas los grupos que se 

evaluaron (control y EPOC) y en el eje de las ordenadas los nmoles de urea 

liberada por número de plaquetas (PLQ) en un minuto. La columna de los 

pacientes ex fumadores con EPOC (5.35 ± 1.7) presentó diferencias estadísticas 

significativas al compararla con el grupo control (2.25 ± 0.5). En cada columna se 

indica el número de pacientes estudiados (n). 
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Figura 13. Actividad enzimática de arginasa en pacientes ex fumadores 

con EPOC, reportada por número de plaquetas (PLQ). 

 

La actividad enzimática se reportó tanto por número de plaqueta como por mg de 

proteína. En la literatura sólo se reporta por número de plaqueta ó por mg de 

proteína. La actividad por mg de proteína puede verse alterada, en el caso de las 

plaquetas, por pequeñas contaminaciones de plasma sanguíneo (que contiene 70-

85 mg proteína/ml de plasma). Es por eso que se decidió lavar las plaquetas con 

una solución ligeramente ácida (pH 7.2) con EDTA (agente secuestrador de Ca2+), 

evitando la agregación plaquetaria mientras se retiran los residuos de plasma. 

Para corroborar éstos resultados, se reportó la actividad también por número de 

células. En los gráficos (figuras 9-12) se muestra que en ambos casos el 

comportamiento de la actividad en cada grupo es el mismo. Por lo que en futuras 

mediciones es válido reportar de una de las dos maneras. 
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7. DISCUSIÓN 

 

El pulmón es la mayor fuente de NO, sintetizado por la eNOS en el endotelio de la 

vasta circulación pulmonar, por la iNOS en la gran superficie del epitelio y por la 

nNOS en los nervios noadrenérgicos nocolinérgicos. El NO producido en el 

pulmón tiene un papel importante en la fisiología del mismo, incluyendo la 

relajación del músculo liso vascular y de la vía aérea, la defensa contra el huésped 

y la bacteriostasis, el aclaramiento mucociliar y la secreción de moco en las vías 

aéreas.(Dweik, 2007) 

El NO también se relaciona con diferentes enfermedades pulmonares, 

como la EPOC, caracterizada por una progresiva e irreversible disminución de la 

función pulmonar. La EPOC en la actualidad es un problema de salud pública y 

dada su creciente progresión se considera la quinta causa de discapacidad y la 

tercera de mortalidad en el mundo para el año 2020. (Global initiative for chronic obstructive lung 

disease, 2005) Uno de los factores de riesgo de esta enfermedad es el humo de cigarro. 

El fumador, inicia una inflamación pulmonar caracterizada por la prominente 

infiltración de neutrófilos, macrófagos y linfocitos T. 

El paciente con EPOC presenta una hipersensibilidad de las vías aéreas y 

la progresiva disminución de la función pulmonar está asociada con cambios 

estructurales en la periferia del pulmón, incluyendo la remodelación de las vías 

aéreas pequeñas, caracterizada por la hiperplasia de las células secretoras de 
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moco, la fibrosis de las vías aéreas y el incremento en la masa del músculo liso; 

así como la destrucción de la pared alveolar. (Maarsingh H, et al., 2008) 

Existe evidencia de que en diversas enfermedades pulmonares, incluyendo 

la EPOC, las células sanguíneas pueden presentar distintas alteraciones. Un 

ejemplo de estas células son las plaquetas, que tienen la capacidad de liberar 

mediadores con potentes propiedades inflamatorias o anafilácticas. (De Castro J, et al., 

2007) Las plaquetas son unas de las primeras células que se acumulan en los sitios 

de daño tisular, para liberar factores que inician una cascada inflamatoria que 

atrae a leucocitos, activa células blanco y estimula el crecimiento y reparación del 

vaso dañado. 

La EPOC se puede ver agravada por eventos trombóticos en la circulación 

pulmonar, por anormalidades en la coagulación sanguínea y por la fibrinólisis.  En 

los pacientes con este padecimiento se reporta un incremento en los niveles de β-

tromboglobulina (β-TG) en plasma, un incremento en la agregación plaquetaria y 

el incremento de la sensibilidad plaquetaria a agonistas exógenos, que se 

correlaciona con elevados niveles de interleucina-1β (IL-1β) y de interleucina-6 (IL-

6), sugiriendo una relación entre la respuesta inflamatoria y el estado 

protrombótico observado en esta condición patológica. (Ferroni P, et al., 2000) Entonces, 

las plaquetas se vinculan con enfermedades como la EPOC, debido a su 

participación en el proceso inflamatorio, la remodelación tisular y los mecanismos 

de defensa innata, características que en buena parte se relacionan con la 

importante contribución de NO al flujo sanguíneo. 
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El NO desempeña un papel dual en la biología humana. Por un lado, 

cumple funciones centrales en varios órganos y sistemas, en lo que podríamos 

llamar el nivel homeostático de NO, importante para el funcionamiento normal de 

los tejidos. (Rojo DM, et al., 2003) Por otra parte los niveles supra e infra-fisiológicos, se 

encuentran vinculados al desarrollo de patología. La reducción de los niveles de 

NO pueden ser el resultado del incremento del estrés oxidativo inducido por fumar, 

a través de la formación de peroxinitrito a partir de NO y anión superóxido, pero 

también puede ser debido al desacoplamiento de las NOS inducido por un 

incremento en la actividad de la enzima arginasa, al disminuir la disponibilidad de 

L-arginina para la formación de NO por las NOS. Como se muestra en las figuras 

9-12, los resultados muestran que una vez que la actividad de la enzima se 

incrementa, ésta no sigue incrementándose conforme avanza la enfermedad, sino 

que se mantiene al mismo nivel en los 4 estadios de la EPOC. Probablemente 

para ver una progresión en el aumento de la actividad de la enzima, se tengan que 

hacer estudios con pacientes fumadores con diferente índice tabáquico, de tal 

forma que se pueda observar en qué momento comienza a alterarse la actividad 

enzimática. Resulta interesante que la actividad de esta enzima se vea alterada a 

tal grado y que no regrese a sus niveles basales de actividad en ninguna etapa de 

esta patología, sobre todo cuando los pacientes tienen al menos 5 años sin fumar. 

Es posible que exista una disminución en la producción de NO por el incremento 

de la enzima arginasa, y que las plaquetas de los pacientes con EPOC podrían 

estar mucho más activas que las de un individuo sano. Esta hipótesis se ve 

apoyada por estudios de heperactividad plaquetaria en pacientes con EPOC. (Basili S, 

et al., 1996) 
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La arginasa es una metaloenzima que cataliza la hidrólisis de L-arginina en 

L-ornitina y urea. Existen dos isoformas, arginasa I y arginasa II, citoplasmática y 

mitocondrial respectivamente. Las arginasas extra-hepáticas tienen un papel 

fisiológico fundamental en la regulación de la síntesis de NO (capaz de reaccionar 

con metaloproteínas que contiene grupos hemo, con el O2 y con EROs) y de los 

procesos de proliferación y remodelación celulares. Como ya se ha mencionado, 

el incremento de la actividad de estas enzimas induce a un desacoplamiento de 

las NOS, lo cual conduce a un estado de estrés oxidativo. 

Estudios preliminares de western blot en nuestro laboratorio, sugieren que 

la isoenzima que ese encuentra en la plaqueta es la arginasa II. Estudios previos 

ya han relacionado el incremento de la expresión génica de esta isoenzima en las 

plaquetas de pacientes con la enfermedad de células falciformes, (Raghavachari N, et al., 

2007) pero no se había cuantificado la actividad de la misma. La NOS mitocondrial 

(mtNOS) es una modificación postraduccional de la nNOS (López-Figueroa MO et al., 2000) y 

se encuentra asociada a la membrana mitocondrial interna (MMI). Mientras que la 

arginasa II está asociada a la membrana mitocondrial externa (MME). (Nissim I et al., 

2005). El hecho de que la plaqueta posea a la arginasa II, sugiere que la mitocondria 

de esta célula participa de manera importante en la regulación del metabolismo del 

NO en la plaqueta. 

La cadena respiratoria mitocondrial trasporta los electrones provenientes 

del metabolismo oxidativo hacia un aceptor final (O2) y acopla este proceso al 

bombeo de protones hacia el espacio intermembranal. Este último porceso es 

responsable de la generación del potencial electroquímico transmembranal (Δψ) 
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necesario para la síntesis de ATP y la homeostasis iónica en la mitocondria. El 

blanco más sensible para el NO en la cadena respiratoria es la citocromo c 

oxidasa (COX o complejo IV), donde éste radical se une al sitio de unión binuclear 

(hemo/Cu) del O2 de dicho complejo. La exposición a NO por periodos cortos de 

tiempo, y a concentraciones fisiológicas (50-100 nM), inhibe rápidamente al 

complejo IV mitocondrial de una manera reversible y competitiva con el O2 en el 

complejo IV aislado. (Brown GC, Cooper CE, 1994) Se ha propuesto que el probable 

significado fisiológico de esta interacción podría ser: a) la regulación de la 

producción de H2O2, 
(Brookes P, Darley-Usmar VM, 2002) b) la regulación de la liberación del 

citocromo c durante la apoptosis (Brookes P and Darley-Usmar VM, 2002) y c) la prevención de 

hipoxia en tejidos vivos mediante la inhibición de la respiración mitocondrial, con lo 

cual se extenderían los gradientes de difusión del O2 provenientes de los vasos 

sanguíneos, permitiendo que el O2 difunda hasta células más distales. (Thomas DD, et 

al., 2001; Brookes PS, et al., 2003) Como la actividad de arginasa II es un regulador de la 

actividad de las NOS, en este caso de mitNOS, entonces también regula de 

manera indirecta los procesos involucrados con la interacción del NO y el 

citocromo c, ya que regula los niveles de NO. 

En la tabla 5 se muestran los datos demográficos de los pacientes y 

destaca que en el estadio IV de EPOC solo tenemos 4 pacientes, esto se debe a 

que nuestros pacientes son ambulatorios y que en este estadio prácticamente 

todos los pacientes se encuentran hospitalizados y severamente afectados por la 

enfermedad. No se decidió excluir a este grupo porque los datos obtenidos no son 

dispersos ni interferían con el reporte de los resultados. 
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Faltaría determinar si el aumento de la actividad de la enzima arginasa se debe a 

una sobreexpresión de la enzima o simplemente a la activación de la proteína ya 

existente. 

Por todo lo anterior, es importante no sólo incrementar las medidas de 

prevención, y diagnóstico temprano de esta enfermedad, sino también el 

desarrollo de nuevos tratamientos que ayuden a mejorar la calidad de vida de los 

pacientes que padecen EPOC. Por los resultados del presente trabajo, se propone 

la realización de otros que den continuidad al presente, específicamente en el 

sentido de establecer el posible uso de inhibidores específicos de la arginasa II. El 

uso de estos inhibidores específicos podría ayudar a disminuir el estrés oxidativo 

en estos pacientes, así como la hiperacitividad plaquetaria y por lo tanto los 

eventos trombóticos que se presentan en esta patología, que a su vez son 

causantes del agravamiento de la misma. Probablemente esto podría comenzar a 

tratarse desde que el paciente es fumador. Lo cual ayudaría a disminuir el riesgo 

de desarrollar la enfermedad. 
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8. CONCLUSIONES 

 

El aumento de la actividad de la enzima arginasa en plaqueta, es una alteración  

presente en los pacientes con EPOC. 

El aumento de la actividad de la enzima arginasa en plaqueta no es proporcional 

al grado de severidad de la EPOC (GOLD I, II, III, IV). 

La inhibición de la arginasa podría disminuir las alteraciones plaquetarias 

relacionadas con el metabolismo del NO y con el estrés oxidativo  en esta 

enfermedad. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

Algunos estudios han mostrado la existencia de una hiperreactividad plaquetaria 

en la EPOC. Nuestros estudios sugieren que esta condición podría deberse, al 

menos en parte, a una alteración en el metabolismo del NO en la plaqueta por el 

aumento en la actividad de arginasa. Para establecer si esto es cierto, se propone 

la realización de un estudio de agregación plaquetaria en plaquetas de pacientes 

con EPOC y el efecto de inhibidores de arginasa en esta función plaquetaria. 
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ANEXO I 

 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 
GRUPO CONTROL 

Tengo ante mi el documento en que se solici ta mi autorización que valida el 
consentimiento Informado para part icipar en un estudio de investigación titu lado: Evaluación de 
la eficiencia del entrocito para mantener la homeostasis oxidante-antioxidante (redox), en 
pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstruc!lva Crónica (GOlD 1, II Y 111) Respuesta "In vl lro" a 
contaminantes atmosféricos (PM,,), el objetivo del estudio es valo¡ar la capacidad de los 
componentes de la sangre para defenderse de estimulas extraños (con taminación ambiental), 
así como valorar el daño que pueden causar estos en el organ ismo, por lo que serim incluidos 60 
voluntarios para tal efecto_ 

Me han explicado los métodos y procedimientos que me realizarán en este estudio. Han 
respondido a mi satisfacción todas mis preguntas respecto a este estudio. Todas mis dudas han 
sido aclaradas. En particular, se me ha informado y acepto donar aproximadamente 5 ml de 
sangre para que estudien la presencia de sustancias que sólo se miden por técnicas de 
laboratorio especiales las cuales se realizan en la Unidad de Investigación del Instituto Nacional 
de Enfermedades Respiratorias "Ismael Casio Viliegas", en el departamento de Investigación en 
Bioquimica y Medicina Ambiental. 

Sé también que la toma de sangre se realizará durante la misma punción venosa para 
los análisis de laboratorio solicitados, los cuales no tendrán ningún costo. 

Doy mi consentimiento de participación en esta investigación informando mi tipo de 
alimentación, el sitio en donde vivo, asi como la actividad laboral que realizo con el fin de 
permitir, que el investigador tenga una información más completa en apoyo a la investigación. 

Al firmar este consentimiento, no he renunciado a mis derechos legales a los que tendria 
como voluntario en un estudio de investigación, además de que será protegida mi privacidad. 

Recibo una copia firmada y fechada de este consentimiento por: 

M en C. Yessica Dorin Torres Ramos 

Dra. Alejandra Ramirez Venegas 

Nombre del paciente: Firma del paciente: 

Nombre del testigo: Firma del testigo: 

Nombre del testigo: Firma del testigo: 

Fecha: ____ _ 

'.N.E . R. 
INSTITUTO N ACIONAL DE 

ENFERM EDADES R ESPIRATOR IAS 

1;::;14\', fñ\ liI c:\ 

~c-n-Tl"-..-rrn-rrrr'f ¡ 1 
'l \i 

CQ~mE DE CIENCIA Y BIOETICA 
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ANEXO I 

 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 
PACIENTE 

Tengo ante mi el documento en que se solicita mi autorización que valida el 
consentimiento informado para participar en un estudio de Investigación titulado: Evaluación de 
la eficiencia del eritrocito para mantener la ha meas tasi s oxidante-antioxidante (redox), en 
pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (GOlo 1, 11 Y 111) _ Respuesta "in vi/ro" a 
contaminantes atmosféricos (PM25), el obletlvo del estudio es valorar la capacidad de los 
componentes de la sangre para defenderse de estímulos extraños (contaminación ambiental), 
aSI como valorar el daño que pueden causar estos en el organismo, por lo que serán incluidos 60 
voluntarios para tal efecto, 

Me han explicado los metodos y procedlllllentos que me realizaran en este estudio, Han 
respondido a mi satisfacción todas mis preguntas respecto a este estudio, Todas mis dudas han 
sido aclaradas. En particular, se me ha informado y acepto donar aproximadamente 5 mL de 
sangre para que estudien la presencia de sustancias que sólo se miden por técnicas de 
laboratorio especiales las cuales se realizan en la Unidad de Investigación del Instituto Nacional 
de Enfermedades Respiratorias "Ismael Casio Viliegas", en el departamento de Investigación en 
Bioquimica y Medicina Ambiental. Estoy enterado de que la determinación de esas sustancias 
sirve para que el médico tenga una información más completa sobre mi padecimiento y pueda 
tener un mejor seguimiento de la evolución de mi enfermedad, 

la evaluación de la función de las células de la sangre de la misma muestra tiene un 
objetivo similar, Sé también que la toma de sangre se realizará durante la misma punción venosa 
que se utilizará para la evaluación de los análisis de laboratorio solicitadas por el médico tratante 
como apoyo al diagnóstico y evolución de mi padecimiento, 

Doy mi consentimiento de participación en esta investigación informando mi tipo de 
alimentación, el sitio en donde vivo, asi como la actividad laboral que realizo con el fin de 
permitir, que el médico tenga una información más completa en apoyo a mi tratamiento y sé bien 
que puedo cancelarla o retirarme en cualquier momento que yo lo decida, Sé que esta decisión 
no tendrá repercusiones en mi atención como paciente de este Instituto, 

Al firmar este consentimiento, no he renunciado a mis derechos legales a los que tendría 
como paciente en un estudio de investigación, además de que será protegida mi privacidad, 

Recibo una copia firmada y fechada de este consentimiento por: 

M en C, Yessica Dorin Torres Ramos 

Ora, Alejandra Ramírez Venegas 

Nombre del paciente: Firma del paciente: 

Nombre del testigo: Firma del testigo: 

Nombre del testigo: Firma del testigo: 

Fecha: ____ _ 
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ANEXO I 

 

~ 
INER 

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERME DAD ES RESPIRATORIAS 

DIRECCIDN DE INVEST!GACIÓN 

INFORME AL TITULAR DE SUS DATOS PERSO NALES 

Los da~o~; personalt:~ Sf'ran pWfI::gldos -or¡Jüradú<; y tratado t::l eo; s, -nrna '"':I:~ tnl ~ .~r ... r,POi~ 'ff'II fin., 
Bt.SfS 2:: OATJS DE LGS PQOTOCOLOS Dl IINESTlGACÓI" ~vl: f¡:nd,jment) el' le, G=n(·, r:i JI S,:<lJd ~r. fI<..llo:""ld d, 
li·V~~tlyd,:,Óf'., Decreto WF.R 04-08-88, Ley Gene¡-al D.O.F 7-Jl-1C:811 Rd O O.F 27 V 1987 23 XII 1987. 14 IV 1991,7 
V 190 7. I E O e F 6 IX 1934,13 VII 1986, 18-IIIY88, ;2·VII·1991, AdlClon.s O Of II X 1988, 24 X-1994 26-VII 
l'l95 9 Vii 1996; Ley de 10$ lnstltt.tos flaClonalt::~ de Sal:Jd O,O.r. 7.6-V-2000, cuyo fmalldad es concenlrar la tnfOrmaClOIl 
m:,resana para el desarrollo del proyecto de Invest:gación pera lo cual fue recJutddo el paueme, fue regIstrado en el sistema 
de datos personales ante el Instituto Federal de Acceso a la InformaCión Publica, l FAl (rLYf',\t.lfeil.org.mx), La unidad 
administrativa resr~nsabl(' del sIstema (j{- dato~ persollal<:,s eS el [t)stttulo r~aclollal de éntermedades Respiratorias, 
DirecCIón de InvestigaCión, DireCCión r,¡édlCa e Investigadores. la dlrecCton donde ti Interesado porlrA PJercer los derechos 
de acceso y corrección ante la misma es la Unidad de Enlace del l NER, ubicada en Calzada de Tlalpan 4502. Col. SecCIón 
XVI. Delegación Tlalpan. 

l.o anter ior se informa en cumplimiento del Decimosépt imo de lOS lineamientos d€' ProteCCión de Datos Personales 
publicados en el Diario Oficial de la FederaCIón del 30 de septiembre de 2005. 

ENTREGA PERSONAL A0f.1I1~ISlgJ\1IVO :NER, rrQHBR[ 

RECIBE PAC IE NTE O FM lI lIAR DEL PACIENTE, NOMBRE: 

FIRMA: FECHA, _ _ _ / ___ / _ _ • 

~ 
INER 

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS 

OIRECcrÓN DE INVESTIGAcrÓN 

INFORME AL TITULAR DE SUS DATOS PERSONALES 

Los datos personales serán protegidos, Incorporados y tratados en el sistema de datos personales denominado 
BASES DE DATOS DE LOS PROTOCOLOS DE INVESTIGACIÓN, con fundamento en Ley General de Salud en Materia de 
Investigac;ón, Decreto INER 04-08-88, Ley General D.O.F. 7-I1-l984 Ref. O.O.F. 27-V-1987, 23-XlI-1987, 14-IV-1991, 7-
V-1997, F.E. O.O.F. 6-IX-1984, 23-VIl-1986, 18-111988, 12-VIl-1991; Adiciones O-D.F. 21-X-1988, 24-X-1994, 26-VIl-
1995, 9-VIl-1996; Ley de los I nstitutos Nacionales de Salud O.O.F. 26-V-2000, cuya finalidad es concentrar la información 
necesaria para el desarrollo del proyecto de Investigación para lo cual fue reclutado el paciente, fue registrado en el sistema 
de datos personales ante el I nstituto Federal de Acceso a la Información Pública, IFAI (www.ifai.oro.mx)_ La unidad 
administrativa responsable del sistema de datos personales es el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, 
Dirección de Investigación, Dirección Médica e Investigadores, la dirección donde el Interesado pOdrá ejercer los derechos 
de acceso y corrección ante la misma es la Unidad de Enlace del INER, ubicada en Calzada de Tlalpan 4502. Col. Sección 
XVI. DelegaCión Tlalpan. 

Lo anterior se informa en cumplimiento del Decimoséptimo de los Lineamientos de Protección de Datos Personales, 
publ icados en el Diario Oficial de la Federación del 30 de septiembre de 200S. 

ENTREGA PERSONAL AD~llNISTRAT1VO INER, NOMBRE: 

RECIBE PACIENTE O FAMlUAR DEL PACIENTE, NOMBRE: 

FIRMA, FECHA: __ / ___ / __ • 
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ANEXO II 

CURVAS ESTÁNDAR 

 

 CURVA ESTÁNDAR PARA PROTEÍNAS UTILIZANDO ALBÚMINA 

 

Tubo 

Albúmina 

sérica bovina            

[0.3 mg/mL]++ 

(mL) 

Albúmina 

sérica bovina 

(mg) 

H2O 

desionizada 

(mL) 

Solución 

C++ 

(mL)* 

Solución 

D++ 

(mL)** 

0 -------- ------- 0.25 1 0.1 
1 0.05 0.015 0.2 1 0.1 

2 0.1 0.03 0.15 1 0.1 

3 0.15 0.045 0.1 1 0.1 

4 0.2 0.06 0.05 1 0.1 

5 0.25 0.075 ------- 1 0.1 

* Mezclar e incubar 10 minutos a temperatura ambiente 

** Mezclar e incubar 45 minutos a temperatura ambiente 

Leer Abs a 550 nm 

(Thermo Scientific, GENESYS 10 UV) 

++ En el anexo III se describe la preparación de la solución 

 

Tubo [proteína] 

mg 

Abs 

(550nm) 
0 0 0 
1 0.015 0.123 
2 0.03 0.242 
3 0.045 0.332 
4 0.06 0.443 
5 0.075 0.531 
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Basándonos en la ecuación de la regresión lineal, concluimos que: 

𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 =  
𝐴𝑏𝑠 (550 𝑛𝑚) − 0.0139

7.0571
 

 

 CURVA ESTÁNDAR DE UREA 

 

Tubo Urea 5 mM * 
(mL) 

H2O 
(mL) 

Mezcla 
ácida * 
(mL) 

ISPF al 
4.5 % * 

(mL) 

n moles 
de urea 

0 --- 0.1 0.4 0.025 0 
1 0.005 0.095 0.4 0.025 0.025 
2 0.01 0.09 0.4 0.025 0.05 
3 0.02 0.08 0.4 0.025 0.1 
4 0.03 0.07 0.4 0.025 0.15 
5 0.05 0.05 0.4 0.025 0.25 

Mezclar e incubar 45 minutos en baño de agua en 

ebullición 
Dejar enfriar y leer Abs a 544 nm 

(Thermo Scientific, GENESYS 10 UV) 
* En el anexo III se describe la preparación de la solución 

 

y = 7.0571x + 0.0139
R² = 0.9967
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Tubo 
nmoles 

de urea 

Abs 

(544 nm) 

0 0 0 
1 25 0.034 
2 50 0.113 
3 100 0.309 
4 150 0.492 
5 250 0.982 

 

 

 

Basándonos en la ecuación de la regresión lineal, concluimos que: 

𝑛𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑢𝑟𝑒𝑎 =  
𝐴𝑏𝑠 (544 𝑛𝑚) − 0.0609

0.004
 

 

 

 

 

 

y = 0.004x - 0.0609
R² = 0.9865
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ANEXO III 

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 

 

1. ISPF (α-isonitrosopropiophenone) 

Solución al 4.5% 

 Disolver 0.45 g en 10 mL de DMSO. 

 

2. L-arginina PM: 210.86 

Solución 0.5 M pH 9.7 

 Disolver 1.05 g en 8 mL de agua desionizada. 

 Ajustar pH a 9.7 con NaOH concentrado. 

 Aforar a 10 mL con agua desionizada. 

 

3. MnCl2 PM: 197.9 

Solución 10 mM 

 Disolver 2 mg en 10 mL de TRIS-HCl 50 mM pH 7.5. 

NOTA: almacenar en refrigeración y preparar nueva solución cada 

tercer día. 

 

4. Mezcla ácida 

H2SO4 : H3PO4 : H2O (1:3:7) 

 En un matraz Erlenmeyer de 100 mL colocar un agitador magnético. 

 Colocar el matraz sobre hielo en un recipiente de plástico. 

 Adicionar 56 mL de H2O desionizada. 
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 Mientras se mantiene una agitación suave, adicionar lentamente 8 

mL de H2SO4 (96%). 

 De igual manera, adicionar 24 mL de H3PO4 (85%). 

 

5. PBS pH 7.4 

 Pesar los siguientes reactivos: 

 

Reactivo Gramos 

NaCl 8 
KCl 0.2 
Na2HPO4 1.44 
KH2PO4 0.24 

 

 Disolver los reactivos en 800 mL de agua desionizada. 

 Ajustar con NaOH el pH a 7.4. 

 Aforar a 1 L con agua desionizada. 

 

6. PBS-EDTA 1 mM pH 7.2-7.4 

 Solución stock 100 mM: Disolver 0.585 g de EDTA-Na2 en 10 mL de 

PBS pH 7.4. Aforar a 20 mL con PBS. 

 Solución 1 mM: Hacer una dilución 1:100 de la solución stock con 

PBS pH 7.4. 

 

7. Phenylmethanesulfonyl fluoride: PMSF PM: 174.19 

Solución 100 mM 

 Disolver 0.174 g de PMSF en 9 mL de DMSO. 

 Aforar a 10 mL con DMSO. 
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 Almacenar en congelación en un envase ámbar. 

 

8. Solución lítica para plaquetas 

 Agregar 40 mL de Tris-HCl 50 mM pH 7.5 a un matraz aforado de 50 

mL. 

 Añadir 0.005 mL de PMSF 100mM. 

 Agregar 0.5 mL de Tritón X 100 al 10%. 

 Aforar a 50 mL con Tris HCl 50 mM pH 7.5. 

 

9. Soluciones utilizadas para la determinación de proteínas por el método de 

Folin-Fenol (Lowry). 

 Solución A: Solución de Na2CO3 al 2% y tartrato de sodio y potasio 

al 0.02% en NaOH 0.1 N. 

o NaOH PM: 40   0.1 N → Disolver 2 g en 500 mL de agua 

desionizada. 

o Na2CO3 al 2% → Disolver 10 g en 400 mL de NaOH 0.1 N. 

o tartrato de sodio y potasio al 0.02% → Disolver 0.1 g en los 

400 mL de NaOH 0.1 N - Na2CO3. 

o Aforar a 500 mL con NaOH 0.1 N. 

 Solución B: Solución de CuSO4 al 0.5%. 

o Disolver 0.05 g en 10 mL de agua desionizada. 

 

 Solución C: Solución cupro-alcalina. 

o Mezclar 50 ml de la solución A con 1 ml de la solución B 

NOTA: Se prepara al momento de usarse. 
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 Solución D: Reactivo de Folin-Ciocalteau. 

o Diluir en una proporción 1:1 en agua desionizada 

NOTA: Preparar solo la cantidad que se vaya a utilizar. 

 

 Albúmina sérica bovina 0.3mg/mL. 

o Solución stock: disolver 6 mg en 1 mL de agua desionizada. 

NOTA: Almacenar en congelación. 

o Solución 0.3 mg/mL: Diluir la solución stock en una 

proporción 1:20 (0.05 mL de stock – 0.95 mL de agua 

desionizada). 

 

10. TRIS-HCl 

Solución 50 mM pH 7.5 

 Disolver 3.03 g de Tris base (PM: 121.14) en 450 mL de agua 

desionizada. 

 Ajustar pH de 7.5 con HCl. 

 Aforar a 500 mL con agua desionizada. 

 

11. Tritón X 100 

Solución al 10% 

 Mezclar 10 mL de Tritón X 100 con 90 mL de H2O desionizada. 

 

12. Urea  PM: 60.06 

Solución 5 mM 
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 Solución stock 50 mM 

 Disolver 3 mg de urea en 1 mL de agua desionizada. 

 Diluir solución de trabajo 5 mM: 

 Mezclar 1 ml de solución stock 50 mM con 9 mL de agua 

desionizada. Aforar a 10 ml. 
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