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2. Resumen

La exposicion repetida por 4 horas diarias a bajas dosis de ozono
(0.25 ppm), similares a las que se presentan cuando existe
contingencia ambiental causan un estado de estrés oxidativo crénico
el cual afecta a todo el organismo. El estrés oxidativo produce
alteraciones que aun no han sido ampliamente exploradas en el tejido

sanguineo.

El objetivo del trabajo es estudiar el efecto del estrés oxidativo
cronico sobre el numero y los cambios morfolégicos en células
sanguineas de ratas expuestas cronicamente a bajas dosis de ozono,
asi como la determinacion de la actividad de Ilos sistemas

antioxidantes endégenos como la enzima superoxido dismutasa.

Metodologia

Para este fin se utilizaron 30 ratas machos de cepa Wistar entre 250
y 300g de peso, los cuales fueron alojados en cajas individuales con
libre acceso a agua y comida, los animales fueron divididos al azar en
5 grupos experimentales de 6 ratas cada uno, cada grupo recibié uno
de los siguientes tratamientos: grupo 1) control expuesto a aire,
grupo 2) expuesto a 15 dias de ozono, grupo 3) expuesto a 30 dias
de ozono, grupo 4) expuesto a 60 dias de ozono, grupo 5) expuesto a

90 dias de ozono
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Cada uno de los grupos con excepcion del grupo control que fue
expuesto a aire, se expuso a 4 hrs diarias a 0.25 ppm de ozono.
Después de finalizar la dltima exposicion a Oz del dltimo grupo, se
recolectaron aproximadamente 6 mL de sangre de cada animal en
tubos heparinizados, se tomaron 4 frotis sanguineos de cada animal
para realizar la tinciéon de Wright. Se procedié a contar el nimero de
eritrocitos, linfocitos, monocitos y neutroéfilos presentes en la sangre

en los distintos tratamientos.

Ademas se centrifugo la sangre y el plasma se utilizé para realizar
Western Blot y espectrometria para la cuantificacion de la actividad

enzimatica de la superoxido dismutasa.

Resultados
Se pudo observar un incremento en el numero linfocitos y de
eritrocitos, asi como los cambios morfolégicos en las células

sanguineas a partir de los 15 dias.

Conclusiones.

Se comprobd que el estado de estrés oxidativo produce un aumento
en la poblacion celular de linfocitos, se observé disminucién de la
actividad de la SOD Cu/Zn en sangre periférica de ratas expuestas
cronicamente a bajas dosis de ozono conforme se aumentaba el

tiempo de exposicion.
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3. Introduccioén.

3.1 Estrés Oxidativo.

El estrés oxidativo se define como la pérdida del equilibrio entre la
exposicion de especies oxidantes y la actividad antioxidante de un
sistema, o también como el efecto nocivo que se produce en el
organismo cuando hay un aumento de degradacion de los hidratos de

carbono, grasas y proteinas provocado por radicales libres.

3.1.1 Radicales libres y formacion de especies reactivas.

Radicales libres

Un radical libre, es una molécula o un elemento que posee un
electron desapareado, lo que le confiere un aumento en la reactividad

guimica y que se representa convencionalmente por un punto oscuro

).

La alta reactividad de dichas especies, es la manifestacion de la
tendencia del radical a conseguir el estado mas estable
energéticamente mediante el emparejamiento o apareamiento con

otro electron. Asi pues, muchas reacciones radical-radical, tienen
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lugar tan pronto como las dos moléculas o atomos reaccionan,

ademas que las moléculas quedaran dafadas por dicha reaccion.

En los seres vivos, la concentracion de los radicales libres es
normalmente muy baja, y raramente adquiere valores Io
suficientemente altos como para provocar una reaccion radical-radical
que sustituya a una reaccion entre el radical y una biomolécula, ya
que éstas estan normalmente presentes en una concentracion mucho
mayor en su proximidad. Asi pues, cualquier reaccion radical-radical
es menos frecuente, aunque se da, como en el caso de la reaccién del
6xido nitrico con el radical superéxido, la cual forma especies
reactivas como los peroxinitritos, pero la reaccibn con una
biomolécula est4d favorecida por la considerablemente mayor
concentracion de la molécula que va a reaccionar, en comparacion

con la concentracion del radical;.

La alta reactividad de los radicales libres hace que su vida media sea
muy breve, del orden de milisegundos, variando segun el radical libre

de que se trate.

En los sistemas bioldgicos, los radicales libres son habitualmente
moléculas de oxigeno o formadas en su mayor parte por el, lo cual

hace que a este conjunto de radicales libres se les denomine en
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conjunto especies reactivas del oxigeno (ROS por sus siglas en

ingles).

Asimismo, existen también radicales libres nitrogenados o especies
de nitrégeno reactivas o radicales libres centrados en otras
moléculas, como el azufre.

Tabla 1. Radicales Libres.

Radical libre Reaccidon mas comun que los origina
<0, - | Radical superéxido NADPH + 2 O, - NADPH" + H" + 2 «O,-
OH | Radical hidroxilo *UQ- + H,0, - UQ + «OH + OH-
RO,= | Radical peroxilo Le + H,O —» LH + RO;*
RO~ | Radical alcoxilo o Re + O, > RO =

fenoxilo
*NO, | Radical de 6xido *OH + NO; —» OH + <NO,

nitrico
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Tabla 2. Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

Superoéxido Peroxido de hidrégeno
Hidroxilo Acido hipocloroso
Peroxilo Acido hipobromoso
Alcoxilo Ozono

Hidroperoxilo Singulete de Oxigeno

Especies Reactivas de Nitrogeno (RNS)

Oxido Nitrico Acido nitroso
Dioxido de nitrogeno Cation nitrosilo
Anion nitroxilo
Peroxido de nitrégeno
Oxido de nitrégeno Il
Peroxinitrito
Acido peroxinitroso
Nitrilo

Peroxinitritos de alquilo
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Especies reactivas.

Son un conjunto de moléculas que son muy reactivas y dafiinas para
los tejidos, son producidas durante los procesos metabdlicos para la

eliminacion de un radical libre, y resultan téxicos para la célula.

Por otro lado los radicales libres son moléculas muy reactivas entre
las que se encuentran radicales de oxigeno, nitrégeno, azufre, etc. Su
gran reactividad se debe a que poseen electrones desapareados que
les hace reaccionar con otras moléculas organicas mediante un

Proceso de 6xido-reduccion.

Por ejemplo, las diferentes especies reactivas de oxigeno formadas a

partir de la eliminacion del anién superdxido pueden participar en

distintos tipos de reacciones.

Existen varias clases de radicales libres, entre los mas importantes se

encuentran:

3.1.2 Anion superoxido (02°7).

Se trata de un especie relativamente poco reactiva, pero

potencialmente toéxica, ya que puede iniciar reacciones que den lugar
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a otras ROS que a su vez si son muy reactivas. Este anion puede

formarse a través de tres diferentes mecanismos:

e Como producto de muchas reacciones catalizadas
enzimaticamente, como en las reacciones de flavoproteinas de
oxidasas e hidroxilasas (xantina oxidasa, aldehido oxidasa,
purina oxidasa, diamino oxidasa, galactosa oxidasa, citocromo
p450, etc.)2 3,

e Reacciones no enziméticas del oxigeno con la cisteinass 0 la
riboflavinas,

e En la cadena respiratoria mitocondrial; (Reaccion 1).

Superoxido

{ \
OO0+'e =000 0,
\___J

Reaccion 1. Formacién del anion superoxido.
3.1.3 Peroxido de hidrogeno (H205).

El peroxido de hidrogeno no es un radical libre, es una especie
reactiva de oxigeno, de la cual se debe tener en cuenta su facilidad
para difundir a través de las membranas. En los medios bioldgicos se

forma por dos vias:


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

-10-

1. Tras la reduccién directa del oxigeno por dos electrones

(Reaccion 2),

Peroxido
de
Hidrogeno

— s T

O, + 2e° +2H+_):(H202

~—

N\
|
|
|

Reaccion 2. Reduccién del Oxigeno.

2. Por la dismutacién del anién superéxido (Reaccion 3).

Peroxido
de
Superoxido Hidrdgeno

R o )
{202 _/I+2H {HzOz/H'Oz

—_—————_——
B S —

Reaccion 3. Dismutacion del anion superoxido.

Muchas enzimas producen perdoxido de hidrégeno a partir de oxigeno:
xantina oxido reductasa, superdxido dismutasa, glucosa oxidasa, D-
aminoacido oxidasa, uricasa, etc.s, o, 10,11. Y también puede producirse

por la autooxidacion del acido ascérbico catalizada por ion cUprico;s.
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3.1.4 Radical hidroxilo (OH).

Es la especie mas reactiva, con una vida media estimada de
alrededor de 107° segundos;s. Su alta reactividad hace que su accién
quimica quede reducida a la vecindad del lugar de su formacion.
Puede formarse in vivo a consecuencia de radiacion de alta energia
(rayos X, rayos gamma) la cual puede provocar ruptura homolitica
del agua corporal y como la luz UV no tiene suficiente energia como
para escindir una molécula de agua, puede dividir al peréxido de

hidrogeno en 2 moléculas de radical hidroxilo.

A nivel bioldgico, el proceso de formacion del radical hidroxilo mas

importante es la reaccion de Fenton (Fenton, 1894) (Reaccion 4).

Perdxido de N Anion Radical
Hidrogeno lon Ferroso lon Ferrico  Hidroxilo Hidroxilo

— — — — — ———\ ———————

'H2021+ Fezﬁ—>Fe3++ OH +/"OH;

\___ _____ ————

\____

Reaccién 4. Formacion del radical hidroxilo. Reaccién de Fenton.

También a partir del perdoxido de hidrégeno y del radical superéxido
puede formarse el radical hidroxilo, por la reaccion de Haber-Weiss

(Haber y cols., 1932) (Reaccion 5):
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Peroxido
de _ _ Radical

Hidrégeno .- Hidroxilo — igroxilo
r \ I f | ’ \
I | 4 ) - : -, 1@ I
H>0,+ 0, 770,+;OH =+ 'OH,

_____ / |\_____/l N e e = 7 —— ——

Superoxido

Reaccién 5. Formacion del radical Hidroxilo. Reacciéon de Haber-

Weiss.

Esta reaccion es catalizada por metales como el hierro o el cobre.

3.1.5 Radical peroxilo (ROO).

Los radicales peroxilos son probablemente los radicales mas
abundantes en los sistemas biolégicos, no siendo tan reactivos como
otras especies de ROS. Se originan a partir de la adicién del oxigeno
a practicamente cualquier radical hidrocarbonado (Reaccién 6). Este
radical tiene una vida media relativamente larga (del orden de

segundos).

Radical Radical
hidrocarbogado Peroxilo

Reaccion 6. Produccion del radical peroxilo.
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3.1.6 Oxigeno singulete (*0O,).

Es una forma excitada del oxigeno molecular. No es un radical libre y
se forma in vivo por accion de la luz sobre las moléculas de oxigeno
en presencia de foto-activadores como la riboflavina;4. Su vida media
es alrededor de 10° segundos, dependiendo de la naturaleza de la
matriz circundante. Puede interaccionar con otras moléculas
transfiriéndoles su energia de excitacibn o combindndose
quimicamente con ellas. Puede formarse en la oxidacion del NADPH
en los microsomas, en la actividad de varias enzimas como la xantina
oxidasa, la lactoperoxidasa, lipooxigenasa y prostaglandin sintetasa,

entre otras.

3.1.7 Oxido nitrico (NO).

Es un gas poco soluble en agua, de una vida media de 3 a 5
segundos. Se forma enzimaticamente a partir de la arginina, reaccion
catalizada por la 6xido nitrico sintasa (NOS Por sus siglas en ingles).
Dicha enzima presenta tres isoformas: la neuronal nNOS (tipo 1) y la
endotelial eNOS (tipo Il1l), ambas se expresan constitutivamente y su
actividad esta regulada por la concentracion intracelular de calcio;s,
16- La inducible iNOS (tipo Il) la expresan los macréfagos cuando son
estimulados por citocinas, lipopolisacaridos u otros factores solubles

que intervienen en la regulacion de las células pertenecientes al
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sistema inmune, siendo su expresion regulada tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional, en lo cual participan
factores de transcripcion sensibles al estado redox como el factor
nuclear kappa B (NF-kB) o las cinasas de proteinas activadas por
mitégenos (MAPcinasas);7. El Oxido nitrico juega un papel
fundamental en la regulacién del flujo sanguineo local, inhibe la
agregacion plaquetaria, es un neurotransmisor y se produce por los
macrofagos activados contribuyendo a la defensa inmunitaria
primaria. Otro efecto del -NO reside en su capacidad de reaccion con
el hierro de proteinas intracelulares, principalmente mitocondriales,
siendo inactivadas por la mayoria de las enzimas que poseen un
grupo prostético hemo, puede reaccionar con acidos nucleicos dando
lugar a mutaciones y rupturas del DNA, y también puede producir

necrosis, entre otros fendmenos.

El 'NO posee una accion antiinflamatoria importante, a la vez que
tiene la capacidad de promover la disfunciéon celular y tisular a través
de un efecto proinflamatorio. Para entender este doble efecto se
propone que los efectos reguladores y antiinflamatorios del 6xido
nitrico ocurren cuando éste tiene efectos directos sobre una molécula
biolégica;s, lo cual ocurre en condiciones fisiolégicas, en las que la
producciéon de -NO es baja. Sin embargo, cuando las concentraciones

de -NO aumentan, tiene efectos indirectos, a través de los
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metabolitos derivados de él, pudiendo reaccionar con el oxigeno o el

radical superéxido, lo cual ocurre en situaciones de inflamacion.
3.1.8 Peroxinitrito (ONOO™).

El 6xido nitrico puede generar anion peroxinitrito (ONOO™) al
reaccionar con el anién superéxidoig, 20 (Reaccion 7):
Oxido Acido Anién

Sup_ego_xi_do nitrico Peroxinitrito Peroxinitroso Nitrato
~ 7 ~ -~ \

0.+ "NO™ ONOO™ + H* —ONOOH —NO3’

———— ———— - -

Reaccion 7. Formacion del anion peroxinitrito.

El peroxinitrito estd en equilibrio con su acido conjugado (ONOOH).
En soluciones neutras es un potente agente oxidante, capaz de nitrar
residuos de tirosina, de nitrar y oxidar guanosina, de degradar
carbohidratos, de iniciar peroxidacion lipidica y de fragmentar el

DNA21, 22.

La produccion de O, y 'NO in vivo es diferente, y la produccion de
peroxinitrito ocurre siempre con exceso de uno o de otroig. Algunos
autores establecen que tanto las reacciones de oxidacibn como de
nitracion mediadas por el peroxinitrito estan influidas en gran medida

por el flujo de produccién relativo de O, ~ y ‘NOgs.


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

-16-

También se establece que las mas altas tasas de oxidacion se
producen con exceso de 'NO, produciéndose la oxidacién a través del
‘OH y del 'NO, formados a partir del peroxinitrito. Sin embargo, la
reaccion del peroxinitrito con el CO; es la via mas importante por la
que se descompone el peroxinitrito in vivozs, formando al final N2Os,

gue es un potente agente nitrante.

Ademas de las reacciones de oxidacion, el peroxinitrito tiene la
capacidad para nitrar compuestos fendlicos en condiciones
fisiol6gicas, como los anillos de tirosinazs, 26. LOS residuos de tirosina
son oxidados por los radicales derivados del peroxinitrito formando el
radical tirosilo, que a su vez reacciona con el NO para formar 3-
nitrotirosina. La nitracion mediada por peroxinitrito in vivo podria ser
inhibida por un exceso de produccion relativa de O,, debido a la
competencia entre éste y el 'NO por el radical tirosilo, por lo que la
formacion de 3-nitrotirosina seria inhibida cuando la tasa de
formacion de O, superara la de -NOgzs, 26. Asimismo, algunos autores
han presentado la reaccion de formacion del peroxinitrito como una
forma de eliminacion de O, sin la consiguiente formacion de H,O,, lo

cual supone un efecto detoxificante y antiinflamatorioz7, 2s.
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3.1.9 Fuentes de radicales libres.

Existen diversos mecanismos por los cuales el organismo se expone a
los radicales libres derivados del oxigeno provocando diferentes
efectos. Los radicales libres pueden producirse a través de diversos
procesos quimicos, tanto dentro como fuera del organismo. Es
importante resaltar, que una misma célula tiene potencialmente mas
de una fuente de produccién de radicales libres. De acuerdo al origen
de su producciéon, se puede clasificar a las fuentes en exdégenas y

endégenas;g:

Fuentes exdgenas.

1) Agentes antineoplasicossp: algunos de los efectos de estas
drogas como la adriamicina, bleomicina, daunorrubicina y
algunos antibidticoss; que dependen de grupos quinoides o de
unibn a metales para su actividad, se les ha atribuido la
capacidad para reducir el oxigeno a superoéxido, peréxido de

hidrégeno y radical hidroxilo.

2) Exposicidon a radiaciones electromagnéticas (rayos X y gamma)
o debido a radiaciones de particulas (electrones, protones,

neutrones, deuterones y particulas a y b)ss.
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3) Factores ambientales, como contaminantes aéreos
fotoquimicos, pesticidas, humo de tabaco, solventes,
anestésicos e hidrocarburos aromaticos. Estos agentes, o bien
poseen radicales libres, como el humo del tabaco, o bien se
convierten en radicales mediante el metabolismo celular y los

procesos de desintoxicacionss.

Fuentes enddgenas.

1) Autooxidaciéon de pequefias moléculas.

Existen en la célula una gran variedad de componentes solubles,
capaces de producir reacciones de oxidacion-reducciéon, tales
como los tioles, hidroquinonas, catecolaminas, flavinas vy
tetrahidropterinas. En todos estos casos, el radical superéxido es
el radical primario formado por la reduccidn del oxigeno por estas

moléculassza.

Asimismo, también se produce peréxido de hidrégeno como
producto secundario, a partir de la dismutacion del radical
superoéxido, bien espontaneamente, o0 bien catalizado

enzimaticamente por la superoxido-dismutasa (SOD).
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2) Enzimas solubles y proteinas.

Enzimas como xantina oxido reductasa, aldehido oxidasa,
flavinproteina deshidrogenasa y tript6fano dioxigenasa, generan

radicales libres durante su ciclo cataliticoss.

3) Cadena de transporte de electrones mitocondrial.

En los tejidos sanos una de las principales fuentes de radicales
libres son las mitocondrias. Esto se debe a que son responsables

de mas del 90% del consumo de oxigeno celular.

La mayor parte del peréxido de hidrégeno mitocondrial, procede
de la dismutacién del radical superdxidoss. La generacion del
radical superdoxido por la mitocondria se produce cuando los
transportadores de la cadena respiratoria, localizados en la

membrana mitocondrial interna, estan reducidoss-.

De los cuatro complejos responsables del transporte de electrones
en la cadena respiratoria, se ha observado la produccion de
radicales libres en mitocondrias aisladas en el complejo Is7y en el
Complejo Illss. En el caso del complejo I, los candidatos mas
probables como generadores de radicales libres parecen ser los

centros hierro-sulfurados, mientras que en el caso del complejo
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I1l se ha debatido intensamente sobre si podrian corresponder a

la semiquinonass0 al citocromo bss.

4) Sistemas de transporte de electrones del reticulo endoplasmico

y membrana nuclear.

Ambos sistemas de membranas intracelulares contienen
citocromos P450 y b5 que pueden oxidar acidos grasos
insaturadoszg y xenobidticos,e. De hecho, los citocromos P450 son
los méas poderosos oxidantes in vivo, aunque también pueden
actuar como agentes reductores. Son monooxigenasas que actuan
activando el oxigeno molecular a especies electrofilicas de oxigeno
(bien radicales, o bien generadoras a su vez por radicales) que

pueden ser liberada en la célulasi, 2.

5) Peroxisomas.

Los peroxisomas son fuentes celulares de produccién de peréxido
de hidrégeno debido a su alta concentracion en oxidasas; ninguna
de estas utiliza al superéxido como precursor del mismo. Entre
estas enzimas estan incluidas la D-aminoacido oxidasa, urato
oxidasa, L-a-hidroxidcido oxidasa y la acil-graso-coenzima A

oxidasa;.
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La catalasa peroxisomal es la enzima que metaboliza la mayor
parte del perdoxido de hidrégeno generado por las oxidasas de los

peroxisomasag, 43.

6) Membrana plasmatica.

Los radicales libres generados extracelularmente deben cruzar la
membrana plasmatica antes de reaccionar con otros componentes
celulares y, por tanto, pueden iniciar reacciones toxicas en la
misma. Los acidos grasos insaturados presentes en la membrana y
las proteinas transmembrana que tienen aminoacidos oxidables son
susceptibles de ser alterados por los radicales libres. Estas
reacciones alteran las propiedades de las membranas de tal modo
que cambian su fluidez, aumentan la permeabilidad de la
membrana, disminuyen el potencial de la misma, hacen perder las
funciones secretoras e inhiben los procesos metabdlicos celulares,
todo ello provocado por la peroxidacién lipidica, o la oxidacion de

importantes proteinas estructurales;g.

3.2 Sistemas Antioxidantes

Los sistemas antioxidantes pueden ser enddégenos y exégenos, los

cuales contrarrestan la actividad de los radicales libres de oxigeno

(ROS de sus siglas en inglés) manteniendo asi el equilibrio 6xido-
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reduccién. Los sistemas antioxidantes endégenos mas importantes
son: las enzimas superdoxido dismutasa, catalasa y glutation

peroxidasa.
3.2.1 Sistemas enddgenos.
3.2.1.1 Superéxido dismutasa (SOD).

La funcion catalitica de la SOD fue descubierta por Fridovich McCord
en el afio de 1968, la SOD es una enzima que cataliza la reduccion
del anién superoxido, es producido en el organismo como producto
resultante del inicio de la reduccion de una molécula de O, y de la
fosforilacion oxidativa, o bien derivado de la radiacion UV y durante la
inflamacién, transformando al anién superéxido en un producto
menos reactivo como es el peroxido de hidrégeno. En la
descomposicion del peréxido de hidrégeno participan la glutation

peroxidasa (GPx) y la catalasa (CAT).

JOHfC““ ;nfi

Figura 1. Estructura del sitio activo de la SOD Cu/Zn, basada su

estructura cristalina.
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La SOD esta presente en diferentes formas: SOD cobre/zinc(Cu/Zn-
SOD)(fig.1) y la SOD manganeso (Mn-SOD). La Cu/Zn-SOD se
encuentra en el citosol y en la membrana celular, tiene un peso
molecular de 32 KDa con dos subunidades idénticas. La Mn-SOD se
localiza en la matriz mitocondrialig 44,45 Yy tiene un peso molecular de
88 KDa con cuatro subunidades idénticasss, actia como primera linea
de defensa en la detoxificacion del anién superdxido y parece estar
implicada en procesos como la supresion tumoral o la diferenciacion

celular.

3.2.1.2 Glutation peroxidasa.

A TER
Acido Glutamico H Glicina

0 H==H|, o
N
N
’ i °
NH,.. Cisteina Ei

fa

Figura 2. Estructura del Glutation (GSH).

El sistema de glutation como antioxidante estd formado por el
glutation reducido y por la actividad de la enzima glutatién reductasa

que reduce al glutatiéon oxidado.
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El glutation (GSH) (Figura 2) es un tripéptido compuesto de &acido
glutamico, cisteina y glicina la cual cuenta con numerosas funciones
importantes dentro de las células. El glutation sirve como agente
reductor, se conjuga con Xxenobioticos para hacerlos mas
hidrosolubles, esta involucrado en el transporte de aminoacidos a
través de las membranas celulares (el ciclo de y-glutamil), es un
sustrato para péptidos-leucotrienos, sirve como un cofactor para
algunas reacciones enzimaticas y como una ayuda en la

reorganizaciéon de puentes disulfuro en las proteinas.

GSH GSSG
@[*i,ng @NHS
"00C—CH 200C—CH
Sl o coo®
e CH, ¢H,
| MH C=0
(H=CRa—(sH —~ CH—CH,s—s)cHy¢H
D=k h O ¢ NH
R NH =0
P CH CHa
CO0 Cod H,
CH—CO0?
@-[lJHg

Figura 3. Estructura de GSH (Glutation reducido) y estructura del GSSG (Glutation

oxidado).

El papel de GSH, como agente reductor es muy importante sobre
todo en el ambiente altamente oxidante de los eritrocitos. El grupo
sulfihidrilo del GSH se puede utilizar para reducir los peréxidos

formados durante el transporte de oxigeno. La forma resultante de
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GSH oxidado consta de dos moléculas de disulfuro unidos entre si

GSSG (abreviado) (Fig.3).

La glutation reductasa utiliza NADPH como cofactor para reducir
GSSG de nuevo a dos moles de GSH. Por lo tanto, la via de las
pentosas fosfato es una via muy importante de los eritrocitos para la
produccién continua de la NADPH necesario para la glutation

reductasa.

La glutation peroxidasa, es una enzima selenio dependiente que
cataliza la reducciéon del H,O, (Reaccion 8) o lipoperdoxido (L-OOH),

utilizando al glutation reducido (GSH).

Peréxido Glutatién

. de Reducido

Hidrogeno
T —— \ GPx ¢mTTToTToS N
'H>,0O, + 2. GSH=2H,0+ GSSG
\ : 2 N e e M Y
_____ ’ Glutation

Oxidado

Reaccion 8. Catalisis de la reducciéon del peroxido de hidrégeno.

El glutatién oxidado es reducido por la glutation reductasa (GRd) que
utiliza NADPH (proveniente de la via pentosa fosfato en el eritrocito)
como dador de electrones, manteniendo asi la proporcion GSH /

GSSG (Fig.4).
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7—-Glu-Cys
Glicina
ATP
ATP+Pi
Glutation
Reducido
(GSH)
H,0, NADP*
Glutation Glutation
peroxidasa reductasa
(GPx) (GRd)
H,0 NADP+H’
Glutation
oxidado
(GSSG)

Figura 4. Ciclo del Glutation.

Existen al menos tres formas de glutation peroxidasa selenio
dependiente: una forma intracelular o celular (GPx-C), una
extracelular o plasmatica (GPx-P) y otra con actividad especifica para
los fosfolipoperdxidos (GPx—PH), que por lo general esta asociada a la
membrana y aunque su actividad es la misma, posee diferencias
estructurales. La GPx—C y la GPx—P son enzimas tetraméricas; estan
compuestas por cuatro subunidades idénticas entre si y cada una de
éstas contiene un atomo de selenio unido covalentemente a una
molécula de cisteina. La secuencia de aminoacidos de Ilas
subunidades de la GPx—C es diferente a la secuencia de la GPx—P. Las

subunidades por separado no presentan actividad catalitica; sin
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embargo, la GPx—PH es una enzima monomérica que también posee

un atomo de selenio y presenta actividad cataliticass, 47.

La GPx—C tiene mayor afinidad por el H,O, que por los lipoperoéxidos,
en tanto la GPx—P tiene una afinidad semejante para los dos
sustratos. La GPx—C y la GPx—P utilizan como sustratos al H,O, y a
los lipoperéxidos; sin embargo, no son capaces de utilizar los
fosfolipoperéxidos (PHL—OOH) que son los sustratos principales para

la GPX—PH46‘ 48-

3.2.1.3 Catalasa (CAT).

(Peréxido de Hidrégeno Oxidorreductasa)

Es una de las enzimas mas abundantes en la naturaleza y se
encuentra ampliamente distribuida en el organismo humano, aunque
su actividad varia dependiendo del tejido; ésta resulta mas elevada
en el higado y los rifiones, mas baja en el tejido conectivo y los

epitelios, y practicamente nula en el tejido nervioso.

A nivel celular se localiza en las mitocondrias y los peroxisomas,
excepto en los eritrocitos, donde se encuentra en el citosol. Esta
enzima es una metaloproteina tetramérica; consta de cuatro

subunidades idénticas que se mantienen unidas por interacciones no
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covalentes. Cada subunidad contiene un grupo prostético de

protoporfirina IX.

La catalasa esta involucrada en la destruccion del perdoxido de
hidrégeno generado durante el metabolismo celular. Presenta dos
funciones: la catalitica y la peroxidativa (Reaccién 9). Ambas se

pueden representar por la ecuacion:

Peroxido
de Sustrato Donador
Hidrogeno Reducido Oxidado
re-e———- \ CAT If____\l el
[ ﬁ !
'H>O, + HoR 2H,0 + R
-~ = J \_&__ .
Sustrato Donador

Reaccion 9. Destruccion del peréxido de hidrégeno por la catalasa.

La reaccion general abarca la reduccion del sustrato tomando los
atomos de hidrégeno aportados por un donador, y los productos

finales serian el sustrato reducido y el donador oxidado.

En la reaccion catalitica, el donador es otra molécula de H,0,
(Reacciéon 10). Esta reaccion so6lo puede ser realizada por la enzima

en su forma tetramérica.
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Peroxido Peroxido
de de
Hidrdgeno Hidrdgeno Agua

_____ ——2H,0|+ O,

—————— r—————y | CAT ————
g j

Reaccion 10. Reaccion catalitica de la enzima catalasa sobre el

peroxido de hidrégeno.

En la reaccidn peroxidativa la enzima puede utilizar como donantes
de hidrégeno al metanol, etanol, acido férmico, formol vy
formaldehido. Esta reaccion se puede realizar con mondémeros,

dimeros y tetrameros.

La Glutation Peroxidasa (GPx) y la Glutation Reductasa (GRd) se
encuentran formando parte de un sistema antioxidante (GPx / GRd),
y la Catalasa de otro (SOD / CAT). Se ha observado que ambos
sistemas no actuan a la par; la CAT actda en presencia de altas
concentraciones de H>O, y la GPx lo hace a concentraciones bajas, lo
que demuestra una correlacion inversa en la actividad de ambas

enzimas.
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3.2.2 Sistemas exdgenos.

Algunas vitaminas antioxidantes, junto con el glutation, conforman un
grupo de agentes reductores capaces de donar electrones a especies
oxidadas como los radicales libres y los lipoperéxidos, neutralizando

de esta manera el potencial oxidativo destructor de estosS,s.

Los sistemas antioxidantes exdgenos mas significativos son: las

vitaminas A, C, E y algunos metales como el cobre y el selenio, éste

ultimo actua como cofactor de la enzima Glutation Peroxidasa.

Vitamina A (Retinol).

CHy

Figura 5. Estructura de la Vitamina A, su forma reducida Retinol (A)

y en su forma oxidada Ac. Retinoico (B).

La vitamina A (Fig.5) la cual es esencial para el hombre, puede
derivar del retinol de origen animal y del que proviene de los
carotenos de distintos vegetales. Las principales fuentes de vitamina

A son aceites de higado de algunos pescados, higado de mamiferos y
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leche. Existe en los vegetales en forma de caroteno (provitamina).
Tiene una funcién importante en la vision. En forma de &cido
retinoico, es eficaz en el tratamiento del acné y otras afecciones

dermatoldgicas.

Vitamina E (a-Tocoferol).

CH;
o CHs CH; CH; CH;

H:C (CHo)s— CH— (CHy)a— CH—(CHy)s— CHCH;
HO

CH-

Figura 6. Estructura de la vitamina E (a-Tocoferol).

La vitamina E (Fig.6) es un lipido isoprenoide sustituido, de la familia
de los tocoferoles. Su forma biolégicamente activa es el D — alfa
tocoferol, cuyo hidroxilo fendlico es responsable de la reduccién
antioxidante. Esta vitamina es abundante en la yema del huevo, la
leche entera, las visceras de mamiferos y los aceites de pescados; el

hombre debe ingerirla de modo esencialsp.

La actividad de la vitamina E es una de las primeras barreras de la

peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados. Los fosfolipidos de
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las membranas mitocondrial, del reticulo endoplasmaético y plasmatica
poseen afinidades para el alfa-tocoferol, por lo que esta muy
concentrado en estos sitioss;. Los tocoferoles actuan interrumpiendo
reacciones de cadena con radicales libres como resultado de su
capacidad de transferir el hidrogeno fendlico a un radical peroxilo
libre, quedando, a la vez, en la forma de radical libre fenoxi o
fenoxilo, en reacciones intermedias no reversibles (Reaccién 11 y 12)
que presuponen la transformacién de la vitamina hasta su producto

final inocuo:

ROO'+C29H5002-OH — ROOH+C29H5002-O

ROO'+C29H5002-O—>ROOH+radica| no libre

Reaccion 11 y 12. Transformacién de la vitamina E.

Los tocoferoles y el selenio actuan sinérgicamente, lo que permite al
organismo disponer de su actividad antioxidante aunque uno esté
disminuidos,. De hecho, el selenio es requerido para la funcién
pancreatica normalss, la cual es necesaria para la correcta digestion
de los lipidos. Por otra parte, aunque ya es conocido que el consumo
de vitamina E estad en franca correlaciéon con la disponibilidad para

digerir y absorber lipidos debido a su naturaleza hidrofébica (se ha
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comprobado la deficiencia de tocoferoles en procesos como la
colestasis hepéatica y la fibrosis quistica). Trabajos recientes
demuestran la estrecha relacion del incremento del requerimiento de
la vitamina y del selenio con la ingestibn de acidos grasos
insaturados, el envejecimientos, y el padecimiento de patologias
cronico-degenerativas como la aterosclerosisss, el mal de

Alzheimersg0 el carcinoma prostaticos,.

Vitamina C.
A B
O
~
HO O
O o ’
~

HO . HO A

HO ~ OH OH

Figura 7. Estructura de la Vitamina C, su forma reducida acido

ascorbico (A) y en su forma oxidada acido dehidroascorbico (B).

La vitamina C o L-ascorbato (Fig.7) es un derivado acido de la
glucosa. Su obtencion en la dieta es esencial para el hombre.
Presenta una configuracion de lactona, en la que los grupos hidroxilos
asociados al doble enlace funcionan como agentes con alto potencial

reductor, lo que le permite, incluso, participar en la reduccién directa
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del oxigeno, funcionando asi como sustrato donante en las reacciones

de las peroxidasassp.

El mecanismo molecular de accién de esta vitamina la sitia en un
alto nivel antioxidante, pues incluye la inhibicion de la formacién de
radicales superéxido, o de nitrosaminas durante la digestidons,;
ademas, es el agente que reduce los radicales fenoxilo formados

durante la actividad de la vitamina E, restableciéndolajs.

Las vitaminas C y E, asi como la A, se clasifican como antioxidantes
interruptores, porque actuan interrumpiendo la reaccion en cadena de
la formacién de radicales libressg, atrapandolos y reduciéndolos, a
diferencia de los antioxidantes preventivos (entre los que se
encuentran las enzimas peroxidasas), que evitan la iniciacion de la
secuencia de reacciones. Los tocoferoles funcionan en un ambiente de
alta presion parcial de oxigeno, mientras que los betacarotenos lo

hacen a presiones bajas.
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LOO® o—Tocoferol Ascorbilo Glutation NADP*
Reducido
LOOH Tocoferilo Ascorbato Glutation NADPHH™
Oxidado

LOO’: Radical peroxilo;

LOOH: Lipoperoxido;

NADP™: Nicotinamin adenin dinucleétido fosfato (forma oxidada);
NADPH H™: Nicotinamin adenin dinucleétido fosfato (forma reducida).

Figura 8. Accion del tocoferol sobre peréxidos lipidicos y su

regeneracion en presencia de ascorbato y glutatién reducido.

3.3 Marcadores de estrés oxidativo.

A pesar de que los radicales libres son dificiles de medir por su alta
reactividad y su corta vida media, existen marcadores directos e

indirectos, para valorar el estrés oxidativo.

Los marcadores indirectos de estrés oxidativo estan relacionados con
el estado de las enzimas y sustancias antioxidantes que proporcionan

informacién sobre dicho estado.
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Un aumento del estrés oxidativo puede ser consecuencia de tres

condicionantes:

a) Un aumento mantenido de los radicales libres de oxigeno o de
nitrogeno que superen a los mecanismos de defensa.
b) Una disminucion de la defensa antioxidante,

¢) La accién conjunta de ambos mecanismos.
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3.4 Tejido Sanguineo

Es un liquido ligeramente alcalino (pH 7.4), que constituye alrededor
de 7% del peso corporal. La sangre desempefa numerosas funciones,
entre ellas el transporte de gases como el O, y CO,, de moléculas
nutritivas, traslado de los desechos del metabolismo para su
eliminacion, transportar a las hormonas y electrolitos a sus destinos
finalesg,, pero la sangre también puede transportar agentes

xenobioticos quimicos y biologicos.

Los componentes de la sangre

La sangre esta formada por una fraccién celular, denominada
elementos formes (eritrocitos, leucocitos, plaquetas) y una fraccion
liquida, denominada plasma. Cuando se centrifuga una muestra de
sangre, los elementos formes se acumulan en el fondo del tubo,
dejando el plasma en la parte superior, los elementos formes
constituyen aproximadamente el 45% del total del volumen

sanguineo y el plasma supone el 55% restanteg;.

El plasma sanguineo es un fluido blanquecino que se obtiene al
separar los componentes celulares casi siempre por centrifugacion;
contiene agua, sales minerales, iones, glucosa, aminoacidos Yy

proteinas de varios tipos tales como: fibrinbgeno, albumina y
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globulina y otras sustancias como vitaminas y hormonas que

transporta por todo el organismoe:.

3.5 Elementos formes

Los elementos formes de la sangre comprenden dos tipos de células
sanguineas: los eritrocitos o glébulos rojos, los leucocitos o glébulos
blancos y las plaquetas.

Tabla 3. Elementos de la sangre.

Sangre
Glébulos rojos Eritrocitos
Neutrofilos
Glébulos Blancos o Eosinofilos
Elementos formes Leucocitos Basofilos
Linfocitos
Monocitos

Plaquetas
Albumina,
aa-globulinas,

Proteinas az-globulinas,
B-globulinas,
y-globulinas

Electrolitos Ca™, Na', CI, K,

Plasma Mgz"" etc.
Glucosa, Lactato,
Piruvato, Urea, Ac.

Metabdlitos Uri(_:o, o Creatinina,
Aminoacidos, Amoniaco,
Lipidos, Triacilgliceroles,
colesteroles, etc.
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3.5.1 Eritrocitos (Glébulos rojos).

Figura 9. Fotomicrografia de frotis de sangre periférica de ratas

control. Tincién por el método de Wright. Aumento 40x.

Los eritrocitos (Fig.9) transportan oxigeno, carecen de nucleo y de
mitocondrias, son células pequefas, y biconcavas, son el elemento
forme cuantitativamente mas numeroso de la sangre, contienen
hemoglobina la cual es responsable del color rojo caracteristico de la

sangre y se encarga del intercambio de gases (O, y CO>).

Los eritrocitos contienen en su interior hemoglobina lo que les ayuda
a cumplir su funcién transportadora, cada hemoglobina tiene cuatro
grupos hemo, donde esta incorporado el hierro, y cuatro cadenas de
globina. En los hematies normales del adulto, la hemoglobina Al

(alfa2-beta2) constituye el 97%, casi un 3% de hemoglobina A2
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(alfa2-delta2) y menos de un 1% de hemoglobina fetal o F (alfa2-

gamma?2).

3.5.2 Glébulos blancos o leucocitos.

Figura 10. Fotomicrografia de frotis de sangre periférica de ratas
control. Tinciéon por el método de Wright. Aumento 40x. — muestra

glébulos blancos.

A diferencia de los eritrocitos, los glébulos blancos (Fig. 10) son
mucho menos numerosos dentro del torrente sanguineo y lo utilizan
como medio para desplazarse, en general cuando estos llegan a su
destino, dejan la circulacibn y migran por diapédesis al tejido
contiguo y llevan a cabo sus funciones como: fagocitosis, destruccion
de bacterias, mediacion de reacciones inflamatorias, etc. Los

leucocitos son redondos y protegen al cuerpo de sustancias extrafnas,
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un incremento de los mismos, indica la presencia de alguna
infeccione:.

Los leucocitos se clasifican en dos grupos:

1) Granulocitos: Los que poseen granulos especificos en su
citoplasma, se diferencian segun sea el color de sus granulos al
ser tenidos: Neutréfilos (ligeramente purpura), Eosinoéfilos
(rojos), Basodfilos (azules).

2) Agranulocitos: Los que carecen de granulos especificos y

pueden ser de dos tipos: Linfocitos y Monocitos.

En la siguiente tabla, se muestran las caracteristicas de ambos

grupos de leucocitos.
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Tabla 4. Caracteristicas de granulocitos y agranulocitos.

Granulocitos Agranulocitos
Caracteristicas | Neutrdfilos Eosindfilos Basofilos Linfocitos Monocitos
Tres a
Forma de
Nucleo cuatro Dos lébulos Forma de S Redondo
rinén
I6bulos
Arilsulfatasa,
Colagenasa | histaminasa, ) )
) Histamina,
tipo 1V, glucoronidasa )
heparina, fator
fosfolipasa | b, fosfatasa L
o quimiotactico
A, acida, L
de eosindfilos,
lactoferrina, fosfolipasa,
. . fator
Contenido de lisozima, proteina )
o quimiotactico ] Ninguno.
granulos fagocitina, | basica mayor, ] Ninguno
de neutrofilos,
especificos fosfatasa proteina ]
. peroxidasa,
alcalina, catiénica de
. proteasas
proteina eosindfilo,
. neutras,
fijadora de | neurotoxina,
. . sulfato de
vitamina ribonucleasa, »
] condroitina.
Bia. catepsina,
peroxidasa.
Células T:
reaccion
Se
inmunitaria . )
o Fagocitosis o diferencian
Fagocitosis ) mediacion
del complejo en
y Mediacién de celular. i
de antigeno- macrofago:
Funcién destruccién . reacciones Células B: o
anticuerpo; ) fagocitosis,
de . inflamatorias Reaccion »
] destruccion ] o presentacion
bacterias inmunitaria
de parasitos de
de )
L antigenos.
mediacion
tumoral
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3.5.3 Neutrofilos.

Figura 11. Fotomicrografia de neutréfilos en frotis de sangre
periférica de ratas control. Tinciéon por el método de Wright. Aumento

40x.

Son el tipo méas abundante de leucocitos, suponen del 60% al 70% de
estos, tienen de 9 a 12 micrémetros de didmetro y un nucleo

multilobular (Fig.11).

Dentro del citoplasma del neutréfilo se encuentran distintos tipos de
granulos: 1) los especificos que contienen enzimas y/o sustancias que
proveen de funciones antimicrobianas y 2) los granulos azurofilos que
son lisosomas que contienen hidrolasas acidas, lisozima y otras

proteinas bactericidas.
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Funciones.

Interactan con agentes quimiotacticos para migrar a sitios donde
hay microorganismos, destruyéndolos mediante fagocitosis y por la
liberacion de enzimas hidroliticas. Ademas sintetizan leucotrienos a
partir del acido araquidénico proveniente de las membranas celulares

de los neutrdfilos, iniciando de esta manera el proceso inflamatorio.
Una vez que llevan a cabo su funcién de destruir microorganismos,
mueren por apoptosis y son eliminados por los macréfagos para

evitar la posible liberacibn de su contenido citotéxico al medio

extracelular, hecho que ocurre en caso de muerte por necrosis.

o

Figura 12. Fotomicrografia de eosindéfilos en frotis de sangre periférica

3.5.4 Eosinofilos.

de ratas control. Tincion por el método de Wright. Aumento 40x.
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Constituyen menos del 4% de la poblaciéon total de glébulos blancos,

tienen de 10 a 14 micrémetros de diametro.

Los eosindfilos (Fig.12) poseen dos tipos de granulos: especificos y
azurofilos; los granulos especificos posen dos regiones, una interna y
otra externa. La region interna contiene proteina basica mayor,
proteina eosinofilica catidnica y neurotoxina derivada del eosindfilo la
cual puede dafar severamente las neuronas mielinizadas, las dos

primeras son altamente eficaces para combatir parasitosg..

Los granulos azurofilos contienen lisosomas que contienen enzimas
hidroliticas similares a las de los neutréfilos y funcionan tanto en la
destruccion de gusanos parasitarios como en la hidrdlisis de

complejos antigeno anticuerpo.

Funciones.

La migracion de estos al sitio de reacciones alérgicas e inflamatorias
0 de invasion de parasitos por unién de histamina, leucotrienos y
factor quimiotéactico a receptores del eosinéfilo liberan sustancias que
desactivan los iniciadores farmacolégicos de la reaccion inflamatoria,

como histamina y leucotrieno C.
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3.5.5 Basofilos.

Figura 13. Fotomicrografia de basoéfilos en frotis de sangre periférica

de ratas control. Tincion por el método de Wright. Aumento 40x.

Constituyen menos del 1% de la poblacién total de los leucocitos,
tienen de 8 a 10 micrometros de diametro, tienen varios receptores

de superficie, incluidos los receptores de inmunoglobulina E.

Los basodfilos contienen dos tipos de granulos (Fig.13): 1) los que
contienen heparina, histamina, factor quimiotactico de eosindfilos,
factor quimiotactico de neutréfilos, proteasas neutras, sulfato de
condroitina y peroxidasa y 2) los granulos azurofilos que contienen

enzimas similares a las de los neutroéfilos.
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Funciones.

La unién del antigeno a las moléculas de IgE en la superficie del
baséfilo propicia la liberacién del contenido de los granulos al espacio
extracelular, la enzima fosfolipasa A genera residuos de acido
araquidonico que producen factores quimicos mediadores de la
respuesta inflamatoria, estos factores son el factor activador de
plaquetas, leucotrieno B4, prostaglandina D,, tromboxano Ao,
leucotrieno C4, leucotrieno D4, leucotrieno E4, adenosina, bradicinina,
superoéxido, TNF-alfa. IL-4, IL-5, IL-6 y factor estimulante de colonias
granulocitos-macrofagos. La liberacion de histamina causa
vasodilatacion, relajacion del musculo liso, aumenta la permeabilidad
de los vasos sanguineos y la liberacién de leucotrienos activa a los

leucocitos y da lugar a la migracion al sitio antigénicoe:.
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3.5.6 Linfocitos.

e M

Figura 14. Fotomicrografia de linfocitos en frotis de sangre periférica

de ratas control. Tincion por el método de Wright. Aumento 40x.

Constituyen del 20 al 25% de la poblacion total circulante de
leucocitos, miden de 8 a 10 micrometros de diametro (Fig.14). Los
linfocitos se dividen en tres: Linfocitos B, linfocitos T y las células

asesinas naturales o natural killer por su nombre en inglés.

Los linfocitos provienen de un progenitor linfoide (Fig.15) en la
médula 6sea que da lugar a precursores que daran Linfocitos B, los
precursores que migran al timo daran Linfocitos T y también pueden
dar lugar a células asesinas naturales (natural Killer, linfocitos sin

receptor).


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

-49-

Céhla madre

4

Cénla madre '. Progenitor
hematopovétice  « \/']JITE

| Q)\‘

Asesinas
naturales

Linfocitos B

Figura 15. Origen hematopoyético de los linfocitos.

Luego de su maduraciéon migran al sistema linfoide donde forman
clonas y todos los clones actuan contra un antigeno especifico.
Después de una estimulacién por un antigeno los linfocitos By T se

diferencian en células de memoria y células efectorase..

Funciones.

Los linfocitos T participan en la activacion de los linfocitos B y la
secrecion de anticuerpos, pueden inactivar la propagacion de
patégenos y favorecer su eliminaciéon. También pueden activar la
capacidad microbicida de los macroéfagos, la accion de los linfocitos T

puede inducir también la funcién de las células asesinas naturales,
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que eliminan células infectadas o transformadas e indirectamente la
degranulaciéon de células cebadas y eosindfilos, cuyos granulos

favorecen la eliminacion de parasitos.

Alrededor del 80% de los linfocitos circulantes son células T, 15%
células B y el resto son células asesinas naturales o natural killer;
algunas células T pueden vivir durante afios, mientras que las células

B solo unos meses.

3.5.7 Monocitos.

pa

Lo

Figura 16. Fotomicrografia de monocitos en frotis de sangre periférica

de ratas control. Tincion por el método de Wright. Aumento 40x.

Son las células mas grandes de la sangre circulante (Fig.16), tienen
de 12 a 15 micrometros de diametro constituyen de 3 a 8 % de la

poblacion de leucocitoses.
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Funciones.

Permanecen en circulacion unos cuantos dias; a continuacion migran
a través del endotelio y se diferencian en macroéfagos, los cuales
fagocitan y destruyen células muertas, antigenos y material extrafio
(bacterias), esta destruccion ocurre dentro de los fagosomas, tanto
por digestibn enzimatica como por la formacion de superdoxido,
peréxido de hidrogeno y acido hipocloroso, los macréfagos también
producen citocinas que activan la respuesta inflamatoria y la

proliferaciéon y maduracién de otras célulase:.
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4. Hipotesis.

e |a exposicion crbénica a bajas dosis de ozono conduce a un
estado de estrés oxidativo, entonces disminuye la actividad de
la enzima SOD Cu/Zn y se induce la activacién de los leucocitos

y se observa cambio en la morfologia de los mismos.
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5. Objetivo.

Objetivo general.
e Estudiar el efecto de la exposicibn crénica a ozono sobre la
actividad de la enzima SOD Cu/Zn y en la activacion de

leucocitos asi como los cambios en su morfologia.
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6. Materiales y métodos.

6.1 Animales

Se utilizaron 30 ratas machos de la cepa Wistar entre 250 y 3009 de
peso, los cuales fueron alojados en cajas individuales con libre acceso

a agua y comida.

6.2 Exposicion a ozono.

Los 30 animales fueron divididos al azar en 5 grupos experimentales
y cada grupo de 6 ratas, estuvo expuesto dentro de camaras a 0.25
ppm de ozono 4 horas diarias durante 15, 30, 60 y 90 dias, el grupo
control fue expuesto a aire en los tiempos antes sefialados, la
exposicion se llevo a cabo de las 8:00 a las 12:00 horas, mientras la

limpieza de las cajas se llevaba a cabo.

6.3 Método de recoleccion de muestras

Los animales se sacrificaron por decapitacion, se tomo6 una gota para
la realizacion de los frotis para hacer la tincién de Wright y el resto de
la muestra sanguinea se recolecté en tubos con heparina y se obtuvo
un promedio de 6mL de sangre por rata, se centrifugé a 3300 rpm a

4°C durante 15 minutos, separando de esta manera el plasma, con el
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cual se hizo espectrometria para cuantificar la actividad de la enzima
superoéxido-dismutasa de Cu/Zn y el western blot para la superoxido-

dismutasa.
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6.4 Tincion de Wright.

1. Hacer el frotis de sangre.

2. Dejar secar por 24 hrs.

3. Fijar el frotis con alcohol metilico durante 5 minutos, cuidando
que el frotis nunca se seque.

4. Cubrir el frotis con el colorante Wright (previamente filtrado),
dejar actuar por 5 minutos no dejar que se seque, decantar el
exceso de colorante.

5. Sumergir los frotis de 3 a 4 veces en el siguiente orden:

e Alcohol 96%.

e Alcohol 100%.

e Xilol;.

e Xilol,.
El primer lavado de xilol, sirve para eliminar el excedente de
alcohol.

6. Cubrir el frotis poniendo una gota de resina con un aplicador de
madera y se colocando un cubreobjetos. Dejar secar hasta el

dia siguiente.

Modificacion de la técnica de Tincibn de Wright tomada de
Hematology: Principles and procedures, Sixth Edition, Brown AB, Lea

& Febiger, 1993, pg. 101.
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6.5 Western Blot.

Cuantificacion de proteinas.

Se tomoé el plasma que se obtuvo después de la centrifugacion, se
hizo una diluciéon 1:500 mezclando para ello, 1uL de plasma con 499
uL de agua deionizada y se cuantificé la concentracion de proteinas

por medio del equipo Nanodrop.

Para obtener las muestras a la concentracion necesaria, se calcul6 el
volumen en el cual se cargan 30ug de proteinas en cada uno de los
pozos de los geles de acrilamida. Cada muestra se preparé con Buffer
de carga (LB) 5X *(ver Anexo |), con la fraccion de la muestra y agua
bidestilada; las proteinas se hirvieron durante 5 minutos para
desnaturalizarlas. Después, se separaron por electroforesis en una
camara BIORAD MiniProtean TretaSystem en los (geles
desnaturalizantes al 10% a 110 volts durante 150 minutos

aproximadamente.

Las proteinas, ya separadas por peso molecular en el gel, fueron
transferidas a membranas de polivinilfluoridona (PVDF) (Millipore) a
20 volts, durante 1 hora en una camara de transferencia semi
humeda (Bio-Rad, TransBlotsd, semi-dried). Posteriormente, las
membranas fueron tefiidas para una primera inspeccién con solucién

Rojo Ponceau *(ver Anexo 1), blogueadas por 1 hora a temperatura
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ambiente con una solucién de bloqueo al 5% de leche descremada
*(ver Anexo l). Las membranas fueron incubadas durante toda la

noche a 4°C con el anticuerpo primario para SOD Cu/Zn.

Terminada la incubacién primaria, las membranas fueron lavadas con
TBS-Tween *(ver Anexo |) 3 veces por 5 minutos. Después, fueron
incubadas durante 60 minutos con el anticuerpo secundario acoplado

a peroxidasa.

Se utilizé un método de detecciéon de alta sensibilidad (GE Healthcare,
Piscataway, NJ) para determinar la presencia de las proteinas. Con
este sistema, se genera una sefal de quimioluminiscencia al exponer

las membranas a placas radiograficas.
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6.6 Andlisis espectrofotométrico.

Actividad de la enzima superoxido dismutasa.

La actividad de la SOD se cuantific6 usando el método de Oberley

LW, 1984¢s.

Se realiz6 una inhibicibn competitiva usando la reduccién de
Nitrotetrazolio (NBT) por el sistema de xantina-xantina oxidasa. La
mezcla de reaccion contiene una concentracion final de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.122 mM, NBT 30.6 pM, xantina
0.122 mM, albumina de suero bovino 0.006%, y carbonato de sodio
49 mM. Se adicionaron 500 ul del plasma fueron a 2.45 ml de la
mezcla descrita antes, después 50ul de xantina oxidasa, con una
concentracion final de 2.8 unidades de actividad enzimatica, la
mezcla de reaccion se incubo en bafio a 27°C por 30 min. La
reaccion se detuvo con 1 ml de clorhidrocuprico 0.8 mM vy la
densidad Optica se ley6é a 560 nm en un espectrofotdmetro Beckman
DU 530/UV visible. ElI 100% de la reducciéon de NBT se obtuvo
mediante un blanco, tubo al cual se reemplazé la muestra por agua

destilada.

Una unidad de SOD se expresa como aquella cantidad que inhibe en

un 50% la reduccion de NBT. Para determinar la actividad de la SOD-
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Mn, la muestra se incuba durante 30 minutos con una solucién de
DDC (dopadecarboxilasa) con la finalidad de inhibir a la SOD-Cu Zn;
la actividad de esta ultima se obtiene restando la actividad de la SOD

total. Los resultados se expresan en U/mg proteina.
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6.7 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos del conteo celular fueron analizados con la
prueba de Kruskal- Wallis y con una prueba de U de Mann-Whitney,
se utilizé el programa PAST 1.75b y el programa Prism 4.00 (Graph

pad, CA). Para todas las pruebas estadisticas se consideré una

significancia de p<0.05.
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7. Resultados.

Tincion de Wright.

Linfocitos

Control 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias

>

. = |

Figura 17. Fotomicrografias de linfocitos en frotis de sangre periférica
de ratas expuestas a diferentes tratamientos de ozono. Tincion por el
método de Wright. Aumento 40x; se pueden observar cambios
morfoldgicos en los nucleos, asi como aumento del volumen de la

célula. — = 50 micras.
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Dias de exposicion a 0zono

Grafica 1. Efectos del ozono en sangre de ratas. La ordenada
representa el numero de células por campo. Los tratamientos son
indicados debajo de cada barra, * diferencia significativa con respecto
al control (con una p<0.05).
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Monocitos

Control 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
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Figura 18. Fotomicrografias de monocitos en frotis de sangre
periférica de ratas expuestas a diferentes tratamientos de ozono.
Tincion por el método de Wright. Aumento 40x; notese el aumento de
tamafio y cambios morfolégicos nucleares, debido a los diferentes

tratamientos. — =50 micras.
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No. de

Grafica 2. Efectos del ozono en sangre de ratas. La ordenada
representa el niumero de células por campo. Los tratamientos son
indicados debajo de cada barra, no existié diferencia significativa con
respecto al control.
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Eosinofilos

Control 15 dias 30 dias

Figura 19. Fotomicrografias de eosindfilos en frotis de sangre
periférica de ratas expuestas a diferentes tratamientos de ozono.
Tinciéon por el método de Wright. Aumento 40x; se observa el
aumento en el volumen de las células, y diferencias morfolégicas en

los nucleos y en el citoplasma. 150 micras.

Basofilos

Control 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Figura 20. Fotomicrografias de basotfilos en frotis de sangre periférica
de ratas expuestas a diferentes tratamientos de ozono. Tincién por el

método de Wright. Aumento 40x. Y=50 micras.


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

-65-

Neutroéfilos

Control 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Figura 21. Fotomicrografias de neutréfilos en frotis de sangre
periférica de ratas expuestas a diferentes tratamientos de ozono.
Tincién por el método de Wright. Aumento 40x; nétese el aumento de
tamafio y cambios morfoldégicos nucleares, debido a los diferentes

tratamientos. =50 micras.

Neutrofilos

No. de células por campo

o
»

Control 15d 30d 60 d 90
Dias de exposicién a Ozono

Grafica 3. Efectos del ozono en sangre de ratas. La ordenada
representa el numero de células por campo. Los tratamientos son
indicados debajo de cada barra, no existié diferencia significativa con
respecto al control.
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Actividad de SOD-Cu/Zn
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*
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< Control 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Dias de exposicion a Ozono

Grafica 4. Efecto del ozono en sangre de ratas. La ordenada
representa la actividad protectora que provee la enzima SOD-Cu/Zn
(U/mL). Los tratamientos son indicados debajo de cada barra, *
diferencia significativa con respecto al control (con una p<0.05).

C 15d 30d 60d 90d

| sop

nk 100 ﬂ

Figura 22. Expresion de la enzima SOD-Cu/Zn en plasma a los
distintos tiempos de exposicion a ozono, se observa que la cantidad
de la enzima presente en el plasma es mayor a los 90 dias que en el

control.
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8. Discusion de resultados.

El estrés oxidativo se produce por la exposiciéon de los organismos a
diversos factores (enddgenos o0 exégenos) que incrementan la
producciéon de las especies reactivas, lo que genera una ruptura del
equilibrio redox, esta pérdida del equilibrio, implica también, un
déficit en la produccion enddégena de defensas antioxidantes, las
cuales no pueden compensar el incremento exagerado de la
produccién de especies reactivas. Todo esto trae como consecuencia
un estado de estrés oxidativo, el cual causa dafio y muerte celular, el
estado de estrés oxidativo esta asociado con la fisiopatologia de las
enfermedades cronico-degenerativassg, involucra la perdida de la
regulaciéon de diferentes vias intracelulares llevando a la alteracion de

la homeostasis y a la pérdida de sus funciones fisioldgicaseo.

Las sefales oxidativas regulan muchas vias celulares, como las
metabdlicas e inmunitariase;, Yy con base en los resultados obtenidos
de la identificacion y el conteo celular, observamos un aumento en la
poblacion celular de linfocitos a partir de los 30 dias de exposiciéon a
ozono, es conocido que esta poblacion celular reacciona ante un
estado de estrés oxidativo producido por la exposicién crénica a bajas
dosis de ozono, puesto que los linfocitos participan tanto en la
inmunidad humoral como de la celular, entonces es probable que los

cambios encontrados sean un mecanismo mediante el cual estas
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células modifiquen su respuesta ante un estrés oxidativo crénico,
pues como se puede observar existe un decremento en la poblacion a
los 15 dias de exposicion al tratamiento seguido de un aumento a
partir de los 30 dias continuando asi hasta los 90 dias, es importante
mencionar que en experimentos realizados en nuestro laboratorio y
los cuales aun no han sido publicados sabemos que en este lapso de
tiempo (15 dias de exposicion), el dafio causado por el estrés
oxidativo aun puede ser reversible, por lo que a partir de los 30 y
hasta los 90 dias se ve un aumento en esta poblacién celular aunado
a que es posible que debido al tratamiento, los macréfagos ya hayan

excretado factores de activacion de linfocitos.

Por otra parte, los resultados obtenidos muestran un decremento en
el nUmero de monocitos lo que permite suponer que esta poblaciéon
celular esta transformarse en macréfagos. Es importante recordar
que este cambio puede ser producido por agentes externos al sistema
inmune, en este caso son los radicales libres y las especies reactivas,
(ver figura 18, grafica 2) sin embargo, para poder comprobar que los
monocitos conforme pasa el tiempo de exposicion a bajas dosis de
ozono se transforman en macréfagos, es necesario utilizar otra
técnica que permita utilizar anticuerpos especificos para marcar a los

monocitos activados en los tejidos.
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Como se sabe los eritrocitos poseen una gran capacidad protectora
debida a la enzima superoxido-dismutasa de Cu/Zn la cual se
encuentra en el citoplasma de los mismos, esta enzima es esencial
para el desarrollo de la resistencia celular a la toxicidad inducida por
las especies reactivas de oxigenoss, Y €S por eso que se hizo la
cuantificaciéon de la actividad de esta isoforma mediante la técnica de

espectrofotometria.

Y al observar los datos obtenidos la actividad de la enzima SOD
Cu/Zn vemos un incremento en los primeros 15 dias de exposicion a
ozono debido a que se desencadena la reacciébn protectora y
reversible del dafio causado por la exposicion cronica a bajas dosis de
ozono que conducen al estrés oxidativo, cabe mencionar que la SOD
es la primera linea de defensa, ya que cataliza la reaccién de
destruccidon de los radicales superoxido mediante su transformaciéon a

peroxido de hidrogenosg.

Es de hacer notar que durante los primeros dias de exposicion se
veran incrementados todos los sistemas: oxidantes, protectores y
destructores de especies reactivas y radicales libres, por lo que en la
grafica 4 se observa un gran aumento de la actividad de la enzima
SOD, es importante mencionar que al comparar los datos de la
espectrofotometria contra los datos obtenidos en el Western Blot se

puede apreciar que existe una gran actividad “protectora” de SOD
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(aumento significativo con una p<0.05 para los primeros 15 dias de
exposiciéon) aunque no exista gran cantidad de esta enzima en
plasma, y para los ultimos meses se observa en el western blot una
gran expresion de la enzima pero una disminucién significativa
(p<0.05) con respecto al control de la capacidad protectora de la
enzima SOD Cu/Zn, lo que hace evidente la necesidad del organismo
por contrarrestar el dafo causado por los radicales libres, sin
embargo, la calidad o la capacidad protectora de la enzima SOD
Cu/zZn se ve afectada por el continuo ataque de los radicales libres
ya que las células sanguineas al estar en exposicion continua a ozono
cursando asi por un estado de estrés oxidativo, no pueden ni cuentan
ya con la habilidad o facultad adecuada para contrarrestar dicho
ataque mediante el sistema antioxidante enddégeno, y es por eso que,
se ve un cambio en la morfologia en el ndcleo de las células
sanguineas identificadas, es decir, se ve el aumento de tamafio y en
la mayoria de los nucleos, se ve la turgencia producida por la pérdida
de la homeostasis celular debida a las altas dosis o a la elevacion
inadecuada de las especies reactivas de oxigeno y a la produccion de
radicales de oxigeno, perdiendo asi la actividad enzimatica dando
como resultado la perdida de la integridad del citoesqueleto, lo que
provoca edema celular y que ademas basandonos en resultados de
experimentos realizados en nuestro laboratorio, el estado de estrés
oxidativo influye sobre la permeabilidad de la membrana por la

entrada de sodio, derivando asi en un proceso de inflamacion.
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9. Conclusiones.

Con los resultados obtenidos podemos concluir que el estado
de estrés oxidativo producido por la exposicion cronica a bajas
dosis de ozono provoca un aumento en la poblacion celular de

linfocitos.

Los resultados muestran una disminuciébn de la actividad
protectora de la SOD Cu/Zn en sangre periférica de ratas
expuestas crénicamente a bajas dosis de ozono después de los

15 dias de exposicion.
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10.Anexo |

+ BUFFERDE TBS 10X, pH 7.5
Tris-Base 60.5g

NaCl 81.6z
Se pone en agitacion con agua destilada v
se apsta el pH con HO1 Se aforaa 1t

% BUFFER DE CORRIDA 10X

Tr15-Base 290
Glicina 11g
sDs 10g

Se pone en agitacion con agua destilada v
se aforaa 1t

+ TBS TWEEN (TTBS)

TBS (X 1000ml
TWLLIN 20 1ml
% BUFFER DE CARGA 5X
(LB5X)

s5Ds 20g
Glicerol 100 ml
Dithiothrerol! DTT) 154g
Tris 0.0MpHED 26ml
Arnl Bromofencl 0lg

Poner en agitacién y aforar con agua
destiladz a 200 ml.

4 BUFFER TRANSFEREENCIA
10X

Triz-Base

]
o
[iF]

(rhicina

-72 -

% BUFFERDE TBS 1X,pH 7.5
Se toman 100 mlde TRS 10X pH 7 Sy se
afora 2 11t con agua destilada.

% BUFFER DE CORRIDA 1X

Se toman 100ml de Buffer de Cornida 10X
vseaforaal k. con agua destilada

% S50LUCION DE BLOQUEO
Para dos membranas. 2.3g de lzche
descremada en polvo en 30 ml de TTBS
1X

++ BUFFER LISIS PROTEINAS

(PIK)

NaCl 1.75¢
Tris HCI U.485g
EDTA stock 0.5M 2 ml
SegustaclpHa 74

Glicerol 10% 20 ml
NP 40 1% 2 ml

Se efora a 200ml con agua destonizada

Los whibidores de proteasas Leupeptina,
Pepstarma, Aprotinina se  utilizan  en
proporcion 1:1000 coa el Buffer de Lisis

de Proteinas

+ BUFTER TEANSFERENCIA
1X
Se 100ml  de Buffer de

Trancferencia 103 v ce afora a 1 It con

toman

agua desilada
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sDs 2g
Se pone en agitacion con agua destilada v
se aforaa 11t

4 SOLUCION ROJO PONCEAU < PERSULFATO DE AMONIO
Acido Acético Sl Pe:sulf"am‘de | 0.1g
conceatrado Amonio (APS)

Agua destilada 05ml Apua destiladz 1ml
Fojo Ponceau 0.1g

** GEL DE POLIACRILAMIDA
Ll gel tiene dos partes: Stacking (concentrante) v Resolving (separador)
RESOLVING (100ml) dependiendo el tamafio de las proteinas

Tamadio de la

proteina (Kda) 14 1:2-70 20-100 30-230 =230
% Gel 14% 12% 10%% 8% 7%
Glicerol 50% 20ml 20ml 20ml 20ml 20ml
H:O 8.33ml I3ml 21.68ml 28.33ml 31.66ml
Tus 1 5MpH B8 251l 251ul 25ml 25wl 25wl
Biacnlamida 30% 45 66ml A0ml 33.32ml 26.66ml 23 33ml
SDS 10% Iml lml lml 1ml lml

STACKING (100 ml)

H:O0 61ml
Trs 053MpH 6.8 25ml
Disacrlamida 30% 13ml
sDS 1094 1ml

RESOLVING (para dos geles) STACKING (para dos geles)
Fesolving 15 ml Fesolving 7 ml
APS 150 pl ADS 90 pl
TEMED 15 ul TEMED 9 ul

Abreviaturas:

TBS: buffer salino de 2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol.
NaCl: Cloruro de sodio.

pH: Potencial de hidrogeno.

SDS: sodio dodecyl sulfato.

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético.

NP 40: Solucién detergente.

TEMED: Tetrametiletilendiamino.
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