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1. GLOSARIO
                              

                                                                                
ERO       Especies Reactivas del Oxígeno
ERN       Especies Reactivas del Nitrógeno
1O2

●        Singulete oxígeno 
O2

­●         Anión Superóxido 
H2O2      Peróxido de Hidrógeno 
HO●       Radical hidroxilo    
NO●       Oxido nítrico                                                                                             
(O3)        Ozono
FEV1      Volumen espiratorio forzado en el primer segundo
FVC       Capacidad vital forzada
LPx        Lipoperoxidación
MDA      Malondialdehído
MPI        n­metil 2­felindole
RL          Radicales Libres
SOD       Superóxido dismutasa
CAT       Catalasa
ONOO­   Peroxinitrito
DNPH    Dinitrofenilhidrazina
GOLD     Iniciativa Global para la enfermedad pulmonar obstructiva crónica

  



2. RELACION DE FIGURAS

Figura 1. Inicio de lipoperoxidación por la unión de radical hidroxilo y formación de 

dieno conjugado.

Figura 2. Formación de hidroperóxido.

Figura 3. Formación de productos finales de lipoperoxidación (4HNE = 4­

cetononenal, 4HNE= 4­hidroxinonenal, MDA= malondialdehído y acroleina).

Figura 4. Membrana de eritrocito

Figura 5. Formación de aducto de Carbocianina

Figura 6.  Formación de Dinitrofenilhidrazonas

Figura 7. Concentración de dienos conjugados durante el proceso de 

lipoperoxidación en grupo control y en EPOC (I, II, III y IV).

Figura 8. Concentración de Lipohidroperóxidos en grupo control y en EPOC (I, II, 

III y IV).

Figura 9. Concentración de malondialdehído en el grupo control y en EPOC (I, II, 

III y IV).

Figura 10. Determinación de grupos carbonilo en el grupo control y en EPOC (I, II, 

III y IV).

3. RELACIÓN DE TABLAS

Tabla 1. Clasificación clínica funcional de la EPOC de acuerdo a la GOLD
Tabla 2. Datos demográficos y de función respiratoria en pacientes con EPOC (I, 
II, III y IV).



1. RESUMEN

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) es una causa importante 

de   morbimortalidad   entre   las   enfermedades   crónicas   de   todo   el   mundo   y   su 

prevalencia y mortalidad se incrementarán en las próximas decadas. La EPOC se 

caracteriza por la  limitación al flujo de aire, la cual no es totalmente reversible. 

Esta limitación es progresiva y se asocia con una respuesta inflamatoria anormal 

de   los   pulmones   y   vías   aéreas,   cuyo   factor   de   riesgo   más   importante   es   la 

exposición a partículas nocivas y gases (Cano et al., 2006).

El  estrés  oxidante  ha  sido   involucrado  como uno  de   los  mecanismos  básicos 

implicados en la patogenia y progresión  de la EPOC. El incremento de radicales 

libres  afecta al pulmón y a otros sistemas, entre ellos a los eritrocitos, dificultando 

el transporte y la difusión de oxigeno. Por lo tanto la importancia de la EPOC se 

correlaciona con alteraciones estructurales de los eritrocitos, ya que la morfología 

y la funcionalidad eritrocitaria están directamente ligados al transporte y aporte de 

oxígeno a los tejidos (G. Celedon, et al. 2003).
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2. INTRODUCCIÓN

La  enfermedad  pulmonar   obstructiva   crónica   (EPOC),  está  asociada  al  estrés 

oxidante, condición metabólica, desencadenada por un aumento en la producción 

de los radicales libres. 

2.1RADICALES LIBRES

Los orbítales atómicos son regiones del  espacio que rodean a un núcleo y se 

consideran   como   zonas   de   probabilidad   en   las   que   pueden   encontrarse   los 

electrones.   En   un   átomo   cada   orbital   puede   contener   como   máximo   dos 

electrones,   los   cuales   tienen   tres   números   cuánticos   iguales   (n,   l,   m)   y   se 

diferencian en el cuarto número, que es el spin (s), correspondiente al giro. Los 

valores del giro son de +½ y de ­½, dos electrones en el mismo orbital deben 

presentar   giros   antiparalelos   (de   +½   y   ­½).   De   acuerdo   con   el   principio   de 

exclusión de Pauli (no pueden existir en un átomo dos electrones con los cuatro 

números cuánticos iguales, ya que estarían en el mismo lugar en el espacio). 

Los radicales libres (RL) son átomos o moléculas, que en el orbital más externo de 

su estructura tienen a un electrón no pareado, por lo tanto les falta otro electrón 

para lograr su estabilidad energética, como consecuencia, el radical tiene avidez 

por la captura de un electrón de cualquier molécula accesible, al incorporar a su 
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orbital  un electrón de otro  átomo,  ocasionando que  la entidad afectada quede 

inestable, generando una reacción en  cadena. (Bergendi et al., 1999).

La característica física del radical libre se expresa en la fórmula semidesarrollada 

por un punto a la derecha del compuesto, como superíndice, y puede preceder a 

una carga  (Olivares,et  al  2006), por ejemplo: radical hidroxilo (HO●), y anión superóxido 

(O2
●). Las especies reactivas se forman como productos del metabolismo de los 

radicales libres, y aunque no todas son radicales libres, son moléculas oxidantes 

que   se   transforman   fácilmente   en   radicales   libres   lo   que   les   confiere   la 

característica de ser compuestos muy dañinos para las células. 

2.1.1 Generación de Radicales Libres

En   todos   los   procesos   metabólicos   inherentes   al   organismo   se   producen 

pequeñas cantidades de RL, como sucede en el retículo endoplásmico. La fuente 

endógena   de   RL   más   importante   es   el   sistema   mitocondrial   por   la   cadena 

transportadora de electrones, donde las especies reactivas de oxigeno se generan 

como producto secundario del metabolismo energético oxidante (Dorado M. C. 2003).

Los RL pueden formarse por tres mecanismos fundamentales:

a) Por   el   rompimiento   homolítico   de   un   enlace   covalente   de   una 

molécula. En este caso cada fragmento resultante retiene un electrón 

previamente pareado (de los dos que formaban el enlace).

b) Por la pérdida o adición de un electrón a una molécula estable.
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La fisión homolítica y  la transferencia de electrones se realizan por uno de los 

siguientes mecanismos:

a)   absorción   de   energía   de   diversos   tipos,   como   la   radiación   ionizante, 

ultravioleta, visible y térmica. 

b) por reacciones de óxido­reducción, en las que se transfieren de manera no 

enzimática electrones, como es el caso de reacciones en las que intervienen 

metales de transición como son el hierro y cobre,  hacia el oxígeno contenido 

en moléculas estables.

c) reacciones catalizadas por enzimas, entre las que destacan la formación de 

óxido   nítrico   por   la   óxido   nítrico   sintasa,   la   de   anión   superóxido   por   el 

complejo   enzimático   de   la   membrana   citoplásmica   de   los   fagocitos, 

denominado NADPH oxidasa involucrada en el estallido respiratorio, así como 

la formación de algunas especies reactivas del oxígeno como es el caso de la 

formación de peróxido de hidrógeno, por la superóxido dismutasa. 

2.2   PRINCIPALES  ESPECIES   REACTIVAS   DEL   OXÍGENO   (ERO)   Y/O 
ESPECIES REACTIVAS DE OXIDOS DE NITRÓGENO (ERON)

2.2.1 Oxígeno molecular (O2)

La  molécula  de oxígeno es  considerada un birradical  por  el  hecho de que 

sus   electrones   están   distribuidos   de   tal   forma  que   dos   de   ellos   no   están 
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pareados. La toxicidad del O2 se basa en la formación de las ERO. 

Entre   las   principales   ERO   producidas   de   forma   endógena   se   encuentran: 

singulete de oxígeno, anión superóxido, peróxido de hidrógeno, hidroxilo, y 

la más importante producida de forma exógena es el ozono (Cleeter et al., 2001).

2.2.2 Singulete de oxígeno (1O2
●)

El singulete de oxígeno (1O2
●) se forma cuando uno de los dos electrones libres 

del O2  capta energía y cambia de giro. Cuando eso sucede, inmediatamente se 

aparea con el otro electrón libre, pero en diferente orbital (Py y Pz). Se forma, 

cuando algunos pigmentos biológicos se  iluminan por excitación electrónica en 

presencia de oxígeno. El singulete tiene gran capacidad oxidante frente a muchas 

moléculas biológicas, sobre todo lípidos de membrana. Se forma en cantidades 

importantes en tejidos y órganos sometidos a radiaciones ionizantes (Yu, 1994).

Otra   fuente  del   singulete   son   los   fagocitos,   los  cuales  contienen  a   la  enzima 

mieloperoxidasa   (MPO),   hemoproteína   perteneciente   a   la   familia   de   las 

peroxidasas, es la proteína más abundante en los neutrófilos (polimorfonucleares), 

durante el estallido respiratorio presenta dos actividades principales: halogenación 

y   lipoperoxidación,   en   la   primera,  esta  enzima  cataliza   la   formación  de  ácido 

hipocloroso,   que   es   un   importante   agente   bactericida   reactivo   con   diferentes 

moléculas incluyendo los grupos amino libres (RNH2) para formar  cloraminas.
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2.2.3 Anión superóxido (O2
­● )

El O2
­ ● es el producto de la incorporación de un electrón a la molécula de oxígeno, 

el cual lo convierte en un radical con carga negativa. 

Las principales fuentes de O2
­ ●  son:

c) La   reacción   de   varias   moléculas   con   el   oxígeno   por   ejemplo;   la 

adrenalina, la dopamina, el tetrahidrofolato y  citocromos.

d) La   xantina   oxidasa,   genera   O2
­  ● al   reducir   O2  a   H2O   durante   el 

catabolismo de las bases púricas (Desco et al., 2002).

e) La   NADPH   oxidasa,   complejo   enzimático   inducido   por   los 

polimorfonucleares,   producido   durante   el   estallido   respiratorio 

(aumento  súbito   del   consumo  de  oxígeno),  (Babior   et   al.,2002)  cataliza   la 

transferencia   de   un   electrón   desde   el   NADPH   hacia   el   O2  con   la 

formación   del   radical   superóxido,   en   los   procesos   fagocíticos 

(neutrófilos,   monocitos,   macrófagos,   eosinófilos),   como   parte   del 

mecanismo   empleado   para   destruir   organismos   extraños, 

generalmente bacterias (Cohen et al., 1998).

f) La autoxidación de la coenzima Q semireducida  (ubisemiquinona) en 

la cadena transportadora de electrones localizada en el interior de la 

membrana. La mayor parte de los RL producidos por la mitocondria 

provienen de esta coenzima (Sohal et al., 1989).
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2.2.4 Peróxido de hidrógeno (H2O2)

Estrictamente   el   H2O2  no   es   un   radical   libre   porque   no   posee   electrones   no 

pareados. El H2O2 se forma por la dismutación del anión superóxido, catalizada por 

la enzima superóxido dismutasa (SOD). En medio acuoso el anión superóxido se 

dismuta  de manera  espontánea generando H2O2  y  oxígeno molecular.  La  vida 

media del H2O2 depende de la presencia o ausencia de las enzimas encargadas 

de   removerlo   del   medio  (Bannister   &   Rotillo,   1987),   como   la   catalasa   o   la   glutatión 

peroxidasa. 

El H2O2 es un agente que puede difundir a través de las membranas celulares al 

espacio extracelular, en donde existen pocos mecanismos de defensa antioxidante 

y  puede participar  en  la  formación del   radical  hidroxilo.  A pesar  de no ser  un 

radical, es de vital  importancia en biología, ya que en presencia de metales de 

transición   reducidos   como   cobre   o   hierro   da   lugar   a   la   reacción   de   Fenton 

(reacción 1) con la producción del radical hidroxilo (HO●). 

Reacción 1

Haber, Wilatatter y Weiss describen que el HO● en presencia de H2O2 forma O2
● 

el cual, ante un exceso de peróxido de hidrógeno da lugar  a la generación de una 

cantidad adicional de radical hidroxilo (reacción 2).
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Reacción 2

El conjunto de las reacciones descritas, constituye el ciclo de Haber­Weiss (Koopenol, 

2001).  La  coexistencia  del  anión  superóxido  y  de  peróxido  de  hidrógeno,  en  un 

medio biológico que inevitablemente contienen hierro, es muy peligroso ya que el 

(HO●)     formado, es un oxidante en extremo reactivo que interacciona con casi 

todas las moléculas que se encuentran en los organismos (Koopenol, 2001).

2.2.5 Radical hidroxilo  (HO●) y  óxido nítrico (NO●)

El radical hidroxilo puede formarse también al reaccionar el O2
­  ● y el H2O2  en un 

medio biológico que contiene hierro o cobre. El HO  ● es un oxidante en extremo 

reactivo,   interacciona  a  una   velocidad  muy  alta   con   casi   todas   las  moléculas 

biológicas:  carbohidratos,  proteínas,   lípidos y  ácidos nucléicos,   formando entre 

otros productos,   radicales   libres  de  aquellas  moléculas  con  las que  reaccionó. 

Tiene una vida media de 10­9 segundos, y también puede generarse por la ruptura 

homolítica del enlace oxígeno­oxígeno del peróxido de hidrógeno (Janssen et al., 1993)
. 

El radical HO● también se produce por las radiaciones provenientes del medio, ya 
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sean naturales, como las radiaciones cósmicas o del gas radón, o bien de otras 

fuentes   creadas   por   el   hombre.   Las   radiaciones   electromagnéticas   con   baja 

longitud de onda pueden romper el agua y generar radicales HO●.

Por otra parte, el O2
­ ●  puede reaccionar con el óxido nítrico (NO●), éste es un RL 

biatómico, de vida media corta y sintetizado en los organismos vivos a partir 

de L­arginina por una familia de enzimas denominadas óxido nítrico sintasas 

(NOS) (Gow et al.,  1998). Debido a que el NO  ● posee un electrón desapareado, es 

capaz   de   reaccionar   con   el   oxígeno   molecular   (O2)   y   anión   superóxido 

(O2
●▬). De hecho, las reacciones del NO  ● con el O2 resultan en la generación 

de oxidantes reactivos tales como el dióxido de nitrógeno (NO2
 ) y el trióxido 

de dinitrógeno (N2O3)  (Albert   et   al.,   1997).  Al   reaccionar el  NO  ● con O2
 ●▬ forma  la 

especie reactiva peroxinitrito (ONOO  ▬ ), el cual se escinde en una molécula de 

radical hidroxilo y una de bióxido de nitrógeno (reacción 3).

Reacción 3 

O2
●   +  NO●                 ONOO    +  H+                 HO●  +   NO2

En condiciones patológicas  el  NO  ● parece mediar  sus  efectos  a   través de 

diversas   reacciones   con   algunas   ERO   para   dar   lugar   a   la   formación   de 

ERON   que   pueden   reaccionar   de   manera   específica   e   irreversible   con 

residuos   que   son   críticos   para   el   funcionamiento   de   las   enzimas   de   la 

cadena respiratoria, lo que culmina con un decaimiento en la producción de 

energía y de todos los procesos que dependen de ella (Cleeter et al., 2001).
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2.2.6 Ozono (O3)

A pesar de que el ozono no es producido de manera fisiológica, es una ERO 

proveniente de  fuentes exógenas,   la cual  está  involucrada en el  desarrollo 

de diversas enfermedades.

La   luz   ultravioleta   y   las   descargas   eléctricas   rompen   los   dos   enlaces 

covalentes en  la molécula del O2  produciendo oxígeno atómico (O), que se 

combina inmediatamente con el O2 para producir el ozono (O3). Este gas en 

la  estratosfera  evita  que   la   luz  ultravioleta   llegue  a   la   superficie   terrestre, 

impidiendo el daño a los organismos por este tipo de radiación. Sin embargo, 

el O3  también se puede generar a nivel de la superficie terrestre por efecto 

de  la  luz sobre el  di­oxígeno de nitrógeno (NO2).  Esta molécula se genera 

por la combustión de la materia orgánica, principalmente en los automotores 

y en presencia de algunos hidrocarburos contaminantes de la atmósfera. El 

NO2  se   descompone   en   NO   y   O   y   este   último   reacciona   con   el   O2  para 

formar el O3, que a su vez puede reaccionar con biomoléculas como son los 

lípidos   y   las   proteínas,   e   incluso   adicionalmente   puede   generar   otras 

especies reactivas.

El organismo cuenta con sistemas antioxidantes capaz de contrarrestar el daño 

producido por las ERO/ERON. 
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2.3 SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son  los sistemas reguladores de la actividad de las especies 

reactivas y se define como aquella sustancia que presente en concentraciones 

muy pequeñas comparadas con las de un sustrato oxidable, disminuye o evita la 

oxidación del sustrato. En bioquímica puede considerarse como un donador de 

electrones   capaz   de   evitar   una   reacción   en   cadena   de   oxidorreducción.   Los 

antioxidantes han sido clasificados de diferentes maneras, de las cuales la más 

utilizada es la que establece las diferencias de acuerdo con la estructura química y 

función biológica, dividiéndolos en enzimáticos y no enzimáticos.

 2.3.1 Enzimas Antioxidantes

Las   defensas   antioxidantes   consisten   primeramente   en   evitar   la   reducción 

univalente del  oxígeno mediante sistemas enzimáticos. Este proceso  lo  lleva a 

cabo el sistema citocromo­oxidasa, que reduce más del 90% del oxígeno en el 

organismo humano.

  Además se ha descrito un grupo de enzimas especializadas en inactivar a  las 

ERO por diferentes mecanismos, como es el  caso de  la superóxido dismutasa 

(SOD), la catalasa (CAT) y las glutatión peroxidasa (GSH­Px), entre otras.

2.3.1.1 Superóxido dismutasa (SOD).
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La  enzima  superóxido  dismutasa  (SOD)  se  encarga  de  mantener 

concentraciones  no-tóxicas  de  O2
•- al  catalizar  la  reacción  de 

dismutación de dos moléculas de O2  •- a H2O2 y O2  
(Imlay  and  Fridovich,  1991). 

Existen diferentes isoformas de esta enzima SOD dependiendo de los 

iones metálicos que contienen en su centro activo: Cu,ZnSOD, FeSOD, 

MnSOD, Fe/MnSOD y NiSOD. La reacción catalizada por estas enzimas se 

realiza en dos pasos, cada uno de los cuales supone la entrada en el 

centro activo de una molécula de O2
•-. A pesar de la carga negativa de 

O2
•-,  la entrada está potenciada porque el propio ión metálico genera 

una carga neta positiva que atrae electrostáticamente a su sustrato (Miller, 

2004). En las células eucariotas existen dos isoformas de la enzima SOD: 

MnSOD y Cu,ZnSOD. MnSOD es una enzima tetramérica de localización 

mitocondrial, que contiene un ión de Mn (III) por subunidad  (Fridovich,  1998). 

Por  otra  parte,  la  Cu,ZnSOD es  una  enzima  dimérica  de  localización 

citoplasmática que contiene en su centro activo un ión de Zn(II) cuyo 

papel  es  esencialmente  estructural  y  uno  de  Cu(II)  cuya 

oxidación/reducción  es  importante  para  la  actividad  catalítica  de  la 

enzima. Ambos iones metálicos se encuentran ligados a un imidazolato 

que es importante para la conducción de protones.

2.3.1.2  Catalasa (CAT)
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La CAT es una enzima antioxidante, la cual cataliza la transformación de peróxido 

de hidrógeno a agua (reacción 4). En mamíferos esta enzima está presente en 

hígado y   riñón  en  altas  concentraciones  y  en  bajas  concentraciones  en   tejido 

conectivo (Nakashima et al., 1989)
. En las células se ha localizado en el citosol, mitocondrias 

y   organelos   subcelulares   como   los   peroxisomas   (abundantes   en   las   células 

epiteliales del   túbulo  proximal  renal),  mientras que en  los eritrocitos  la  enzima 

existe en una forma soluble.

Reacción 4 

2H2O + O2       Catalasa         2H2O + O2

2.3.1.3 Glutatión peroxidasa (GSH­Px)

Las peroxidasas son enzimas que catalizan  la  reducción de  H2O2  por diversos 

donadores de electrones. Se han identificado hasta ahora cuatro tipos de GSH­

Pxs, todas dependientes de selenio (Hill et al., 1992). 

a) La enzima citosólica   (cGSH­Px)   tiene  la   función  del  almacenamiento de 

elementos traza en condiciones en que se presentan cantidades elevadas 
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de  H2O2  o hidroperóxidos de lípidos que  son producidos en el citosol  (Burk, 

1991).

b) La enzima plasmática (pIGSH­Px) es  la  responsable de    la actividad de 

peroxidasa en el plasma, se cree que juega un papel clave en el sistema de 

defensa antioxidante del plasma (Maddipati & Marnett, 1987). 

c) La  enzima  gastrointestinal   (gIGSH­Px),  el  ARNm para  gIGSH­Px   se  ha 

encontrado en hígado de humano y colon, pero no en otros tejidos. En ratas 

el ARNm se ha detectado sólo en el tracto gastrointestinal. La localización 

de esta isoenzima de glutatión peroxidasa sugiere que tiene un papel en la 

protección contra los efectos adversos de los hidroperóxidos de la dieta.

d) La enzima presente en los fosfolípidos (PLGSH­Px) es abundante en los 

testículos y puede ser regulada por gonadotropinas (Roveri  et al.,  1992). También 

tiene un sitio de fosforilación, el cual puede tener un papel en la regulación 

de la actividad de la enzima.

Las   cuatro   isomorfas   catalizan   la   oxidación   del   glutatión   reducido   (GSH)   a 

glutatión oxidado (GSSG), el cual, a su vez, es reducido por la enzima glutatión 

reductasa en presencia de NADPH impidiendo así que se agoten las reservas de 

GSH.

2.3.2 Antioxidantes no enzimáticos
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Los antioxidantes no enzimáticos, se pueden clasificar como endógenos (los que 

sintetiza el organismo) o como exógenos (los que se adquieren en la dieta).

Entre   los  enxógenos se  encuentran:  el  glutatión  en  su   forma reducida   (GSH), 

ácido úrico, bilirrubina, albúmina, etc. Y entre los edógenos se encuentran: ácido 

ascórbico (vitamina C) y  ­tocoferol (vitamina E), algunos minerales como selenio,α  

zinc, manganeso, estos son esenciales para la defensa contra el daño oxidante 

debido a que actúan como cofactores de las enzimas antioxidantes. (Krinski, 1992). 

Cuando el balance oxidante/antioxidante se pierde, se pueden generar daños a 

biomoléculas, generando estrés oxidante.

2.4 ESTRÉS OXIDANTE

El estrés oxidante, se define como el desequilibrio entre los sistemas oxidantes y 

los antioxidantes a favor de un daño potencial (William, 2000). Con el fin de considerar la 

intensidad y el grado de afectación en la salud, el proceso de estrés oxidante puede 

dividirse en tres etapas o niveles de evolución o intensidad (adaptación, agudo y 

crónico),   tomando   en   consideración,   las   características   del   daño   estructural   y 

funcional  de  las diversas biomoléculas, así como al  tiempo de exposición a  las 

ERO.

2.4.1 Adaptación al estrés oxidante

La adaptación es  la  respuesta de  la célula o del  organismo para equilibrar por 
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medio   de   procesos   de   sobre   expresión   genética   y   activación   enzimática   la 

sobreproducción   de   especies   reactivas   que   ya   han   superado   a   los   sistemas 

antioxidantes estableciendo las condiciones de estrés oxidante. El resultado de la 

adaptación,   es   una   protección   parcial   o   total   contra   el   daño   el   cual   no   es 

cuantificable e incluso puede llegar a crear una condición de resistencia a niveles 

intensos y constantes. En esta etapa ya existe  el  estrés oxidante dado que se 

superaron los mecanismos antioxidantes. En contraste, cuando no es posible lograr 

esta adaptación o se agota la sobreexpresión antioxidante, se presenta el daño que 

puede ser de intensidad y duración muy variable.

2.4.2 Estrés oxidante agudo

Proceso mediado principalmente por las ERO; como el anión superóxido (O2
●

ˉ) y el 

peróxido   de   hidrógeno   (H2O2);   moléculas   que   a   concentraciones   y   actividades 

controladas tienen una importante participación fisiológica, (ovulación, mecanismos 

de defensa etc.), pero que al generarse en una proporción mayor a la funcional 

afectan las características de procesos intracelulares vitales de regulación y suele 

acompañar también a procesos crónicos.

2.4.3 Estrés oxidante crónico

Proceso mediado fundamentalmente por el radical hidroxilo (HO●), se manifiesta por 

rompimiento  o   modificación   de  biomoléculas   (hidroxilación)   con   la   consecuente 
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liberación de una segunda generación de productos de oxidación que a su vez son 

moléculas muy reactivas,  amplificando y propagando el  daño que se manifiesta 

como daño celular y tisular.

El estrés oxidante genera un daño directo a biomoleculas, así como el incremento 

de  biomarcadores    de  estrés  oxidante  con el  desarrollo  de   limitación  del   flujo 

aéreo.

2.5 DAÑO A BIOMOLÉCULAS

 2.5.1 Oxidación de proteínas

La exposición de  las proteínas a  los sistemas generadores de  radicales  libres 

conduce a modificaciones de su estructura terciaria que, a su vez, puede dar lugar 

a pérdida de la función proteica. Las modificaciones estructurales de las proteínas, 

así como de los  lípidos, pueden manifestar una capacidad de transferencia del 

daño a otras moléculas. 

El   biomarcador   de   daño   a   proteína   más   utilizado   es   el   ensayo   de   grupos 

carbonilos  (Dalle­Done   et   al.,   2003,   Amici   et   al.,   1989)).  La exposición de  los grupos carbonilos 

puede   surgir   como   resultado   de;   a)   el   ataque   directo   de   los   radicales,   b)   la 

interacción con metales de transición, c) la glicación   o, d) por la formación de 

aductos   entre   proteínas   y   algunos   productos   de   la   lipoperoxicidación 

(malondialdehído, 4­hidroxi­nonenal).
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2.5.2 Oxidación de ácidos nucleicos

La interacción de las especies reactivas con los ácidos nucleicos puede conducir al 

rompimiento de una cadena de polinucleótidos, eludiendo al sistema de reparación 

y al presentar una mutación antes de la replicación (Luczaj, 2003). La desoxirribosa del 

DNA es también blanco para el ataque del HO●. El centro preferente de ataque es 

el  C­4, en el  que presenta una sustracción de un hidrógeno, conduciendo a un 

arreglo que eventualmente permite  la pérdida de la base y el rompimiento de la 

cadena con dos tipos de terminaciones: fosforilo y fosfoglicolato (Fraga et al., 1990, Olivares et al., 

2006).

El daño que puede causar el estrés oxidante en los organismos se ha vinculado ha 

diversos procesos patológicos: como estados de isquemia y reperfusión, trastornos 

neurológicos, anomalías del sistema vascular,  e inflamación entre otros.

2.5.3 Proceso de Lipoperoxidación

El proceso de lipoperoxidación, comienza cuando un radical hidroxilo ejerce un 

ataque electrofílico monoelectrónico sobre el  enlace carbono­hidrógeno, que es 

más suceptible por ser vecino a un doble enlace carbono­carbono. El  carbono 

queda   como   radical   orgánico   y   rápidamente   se   establece   un   reacomodo 

electrónico a partir  del doble enlace vecino, dando  lugar a un dieno conjugado 

20



(Figura 1) y a la formación de un radical orgánico que es atacado por oxígeno 

molecular. 

C

HO

H

H

C
C

H
H

C

H

H2O

C

Dieno conjugado

H

Figura 1. Inicio de lipoperoxidacion por la union de radical hidroxilo y formacion de dieno 

conjugado.

El radical peroxilo formado, sustrae un hidrógeno de una cadena vecina formando 

en ella un nuevo radical, quedando la primera cadena de lipoperoxidación con un 

radical hidroperóxido, que en presencia de un ion ferroso forma un ión hidróxido y 

un alcoxilo orgánico, o también puede seguir las reacciones que conducen a la 

formación de un éster interno (Figura 2).
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Figura 2. Formacion de hidroperóxido.

Los productos finales de la lipoperoxidación son varios aldehídos que incluyen al 

malondialdehído  (MDA),  acroleína  y  4­hidroxinonenal  entre  otros   (Hicks  2007).

(Figura 3)
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Figura 3. Formación de productos finales de lipoperoxidación (4HNE = 4­cetononenal, 4HNE= 4­
hidroxinonenal, MDA= malondialdehído y acroleína).

El daño a lípidos se vincula con la etiología de diversas enfermedades o lesiones 

estructurales   como   aterosclerosis,   artritis   reumatoide,   asma,   cáncer, 

envejecimiento celular y la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) (Hicks 
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2007). 

2.6 ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRÓNICA (EPOC)

La  enfermedad  pulmonar   obstructiva   crónica  es  una  enfermedad  prevenible   y 

tratable con algunos efectos extra pulmonares significativos que pueden contribuir 

a la gravedad de pacientes individuales. Su componente pulmonar se caracteriza 

por   una   limitación   del   flujo   aéreo   que   no   es   completamente   reversible.   La 

limitación del flujo aéreo es usualmente progresiva y asociada a una respuesta 

inflamatoria anormal de los pulmones a partículas nocivas o gases.

La   EPOC   es   un   problema   sanitario   de   primer   orden   debido   a   su   importante 

morbimortalidad en quienes la padecen. Según la GOLD (Global Initiative for  the 

Diagnosis) se define como una enfermedad caracterizada por obstrucción crónica 

del   flujo  aéreo,  que habitualmente  es  progresiva y  se  asocia  a una  respuesta 

inflamatoria anormal por la inhalación de partículas o gases tóxicos (Borja G. 2007).

La   enfermedad   pulmonar   obstructiva   crónica   (EPOC)   está   constituida   por   la 

bronquitis crónica y el enfisema pulmonar. Es más frecuente en mayores de 45 

años  y   se  caracteriza  por  obstrucción  bronquial   y  destrucción  del  parénquima 

pulmonar en los casos de enfisema.

A pesar  de estos hechos y de la enorme importancia tanto de la incidencia de la 

EPOC como del  consumo de   recursos  que  genera,   la   investigación  sobre   los 

mecanismos celulares y moleculares, así como sobre nuevos tratamientos para la 
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enfermedad,  no se ha desarrollado de  forma  importante hasta  las últimas dos 

décadas, probablemente debido a que no se comprendía la naturaleza inflamatoria 

de   la  enfermedad y,  cuando se  comprendía  se   interpretaba como similar  a   la 

observada en el asma . 

Las alteraciones histopatológicas que conducen a la limitación del flujo respiratorio 

de la EPOC están constituidas por una mezcla variable de inflamación de las vías 

aéreas periféricas y de destrucción de  las paredes alveolares con aumento de 

tamaño de los espacios aéreos.

La inflamación de las vías aéreas periféricas menores de 2 mm de diámetro, los 

bronquiolos corresponde a una bronquiolitis crónica obstructiva caracterizada por:

 Inflamación   de   la   mucosa   con   engrosamiento   por   edema,   e   infiltración 

celular.

 Metaplasia   e   hiperplasia   de   las   células   calciformes   con   producción   de 

tapones mucosos que aumentan la obstrucción bronquiolar.

 Fibrosis cicatrizal 

 Acúmulos de macrófagos que estarían ligados a la remoción de material 

particulado del humo del cigarrillo.

 En  etapas   avanzadas  de   la   enfermedad   se  observa  además  acúmulos 

linfoides  que   tendrían  una  participación  activa  en   la  perpetuación  de   la 
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inflamación de los bronquiolos a través de la liberación de mediadores, y 

fibrosis bronquiolar que fija y acentúa la obstrucción.

Las alteraciones funcionales más importantes son:

 La limitación del flujo espiratorio que se evalúa con la medición del VEF1 en 

la espirometría, el cual es un indicador   accesible y mejor estandarizado 

para la demostración y evaluación de la limitación del flujo aéreo llamado 

también  reducción espirométrica del VEF1.

 Hiperinflación pulmonar dinámica con aumento de  la capacidad residual, 

que   puede   evaluarse   indirecta   y   fácilmente   mediante   la   capacidad 

inspiratoria.

 La alteración del intercambio gaseoso evaluable mediante la medición de 

los gases arteriales.

2.6.1 Clasificación clínica  de la EPOC de acuerdo a la GOLD

La espirometría es la prueba diagnóstica que evalua la presencia y severidad de la 

obstrucción bronquial. Los parámetros que mide son:

­ CVF (Capacidad Vital Forzada)

­ VEF1 (Volumen espiratorio forzado en el primer segundo en litros y 

porcentaje).

­ VEF1/CVF (Relación entre el volumen espiratorio forzado en el primer 
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segundo y la capacidd vital forzada en %)

La relación que existe entre VEF1/CVF confirma la obstrucción de la vía aerea 

(menor de 70) y  el FEV el grado. Es importante mencionar que se debe realizar la 

espirometría pre y post broncodilatador y es la postbroncodilatador la que se toma 

en cuenta para diagnostivar la enfermedad.

Tabla 1. Diagnóstico y clasificación de la EPOC.

Severidad de 
la EPOC

Estadio 0 
En Riesgo

Estadio I 
Leve

Estadio II 
Moderado

Estadio III 
Severo

Estadio IV 
Muy Severo

Síntomas Tos crónica y 
expectoración

Tos crónica y 
expectoración

Tos crónica y 
expectoración

Tos crónica 
expectoración 

y disnea

Tos cónica 
expectoración y 

disnea

Espirometría Normal VEF1/CVF 
<70%

VEF1/CVF 
<70%

VEF1/CVF 
<70%

VEF1/CVF 
<70%

Severidad de la 
obstrucción %

VEF1 normal VEF≥ 80% VEF ≥ 50% 
<80%

VEF≥ 30% 
<50%

VEF<30%

2.6.2 Epidemiología de la EPOC

La EPOC es una enfermedad que va en aumento. Los factores de riesgo más 

frecuentes  causantes   de   la   enfermedad   en   México   son,   el   tabaquismo   y   la 

exposición a la quema de biomateriales y carbón. La prevalencia es variable de 

acuerdo con la gravedad. En el estadio 0 (riesgo de EPOC) fue del 23%, mientras 

que la etapa más avanzada (estadio IV); del 0.3%.
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La prevalencia de la EPOC en países desarrollados va del 3% al 6% en sujetos 

mayores  de  50  años.  En  Estados  Unidos,  15  millones  de  sujetos  padecen   la 

enfermedad. En el   instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER),  la 

EPOC se ubicó en el cuarto lugar de morbilidad y mortalidad en el 2001 (Cano et al., 

2006).

Actualmente la EPOC ocupa el cuarto lugar de muertes en el mundo (Malarcher AM., et al 

1997), y en México se ubicó en el 6° lugar en el año 2000 (Estadisticas vitales., 1998). Estudios 

recientes muestran una prevalencia igual en hombres y mujeres (Gold, 2005).

En el   Instituto Nacional  de Enfermedades Respiratorias “Ismael  Cosio Villegas” 

(INER), fue la cuarta causa de consulta externa de primera vez y se ubico en el 

5to lugar de morbilidad y mortalidad hospitalaria en el año 2005.

2.6.3 Factores de Riesgo

El factor de riesgo más frecuente es el tabaquismo. En  México, y en países como 

Nepal,  Nueva Guinea y Colombia,  la exposición al  humo de  leña es causa de 

EPOC. La inhalación en el trabajo de polvos, gases, humos y sustancias químicas 

constituye  otros   factores  de   riesgo.  En Estados Unidos  la  causa  laboral  de   la 

EPOC fue de 19%. Las industrias más frecuentes causantes de la enfermedad son 

las manufactureras,  como  la  del  caucho,  plástico,  papel,  construcción,   fabricas 

textiles y elaboración de productos alimenticios.

Con   respecto   a   los   factores   de   riesgo,   debe   interrogarse   la   intensidad   de   la 
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exposición, ya que a mayor exposición el riesgo aumenta.

El hecho de que en una mayoría de los pacientes el desarrollo de la enfermedad 

sea consecuencia del consumo prolongado de tabaco,  la reacción inflamatoria al 

humo del tabaco aparece en los fumadores, pero solo un 15­ 20 % desarrollará la 

enfermedad. El humo del tabaco es una fuente de radicales libres, calculándose 

una cantidad de 1017 moléculas oxidantes por cada inhalación de un cigarrillo. Por 

lo tanto existe cada vez más evidencia de la implicación del estrés oxidante en la 

patogenia de la EPOC. Se ha demostrado un aumento de peróxido de hidrógeno 

en el condensado respiratorio de pacientes con EPOC. Sin embargo este estrés 

oxidante no solo proviene del tabaco, sino que además los macrófagos alveolares 

y los neutrófilos de los fumadores liberan más radicales de oxígeno que los de los 

no fumadores (Rahaman I, MacNee W 1996). 

La EPOC presenta destrucción del parénquima pulmonar e inflamación de la vía 

aérea. La evolución del proceso inflamatorio depende de muchos factores, entre 

ellos, el control a nivel genético. 

2.6.4 Patogénesis

En pacientes con EPOC se han observado alteraciones de células inflamatorias 

circulantes,   neutrófilos   y   linfocitos.   Debido   a   su   participación   en   la   respuesta 

inflamatoria (Hoffmeyer et al., 2009). Los neutrófilos circulantes responden al estímulo de un 

factor quimiotáctico con mayor respuesta quimiotáctica y tienen mayor capacidad 

proteolítica.   Esto   sugiere   que,   aunque   se   produzcan   cantidades   normales   de 
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factores quimiotácticos en el  pulmón,  la respuesta de  los neutrófilos puede ser 

excesiva y, con el tiempo, provocar una mayor acumulación de estas células en el 

órgano   y   mayor   destrucción   tisular.   Otros   estudios   han   demostrado   mayor 

expresión  de   la  molécula  de  adhesión  Mac­1  en   los  neutrófilos  circulantes  de 

pacientes  con    EPOC y  mayor   producción  de  especies   reactivas  de  Oxígeno 

(ERO) a través del estallido respiratorio. Uno de los primeros procedimientos que 

tiene   lugar   en   la   respuesta   inflamatoria   es   un   cambio   cualitativo   en   las 

interacciones entre  neutrófilos   circulantes  y  endotelio  vascular.  En condiciones 

normales, los neutrófilos interaccionan poco con el endotelio pues determinados 

factores   hemodinámicas   e   interacciones   electrostáticas   tienden   a   mantenerlos 

lejos   de   la   pared   vascular  (Bathoorn   et   al.,   2009).   Oponiéndose   a   estas   fuerzas 

dispersantes, la  expresión de moléculas de adhesión específicas en la superficie 

de neutrófilos y endotelio favorece la adhesión leucocitaria  (Morgan and Rashid  et  al.,  2009), 

que permitirá que estos neutrófilos atraviesen el endotelio vascular y lleguen al 

foco inflamatorio. 

La  inflamación sistémica asociada a  la EPOC puede ocasionar  la aparición de 

algunos   cuadros  de   anemia  (Schols   and   Wouters   et   al.,   2000).En   los  últimos   años   se  ha 

demostrando que la EPOC, acarrea muchos efectos extrapulmonares, entre los 

que destacan la pérdida de masa y la disfunción muscular. 

2.7  RELACIÓN   ENTRE   EL   ESTRÉS   OXIDANTE   Y   LA   ENFERMEDAD 
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PULMONAR OBSTRUCTIVA CRÓNICA.

Entre  las  consecuencias más directas  del  estrés  oxidante  en  los pulmones se 

encuentran daños en los epitelios que recubren los espacios aéreos, en células de 

tejidos  y  en  el  endotelio  vascular.  Experimentalmente,   se  ha  mostrado  que  el 

estrés  oxidante   causa   un  aumento  de   permeabilidad  epitelial   asociado  a  una 

depleción de glutatión, una de las principales moléculas reductoras(Li  XY. Et  al  1996), así 

como discinesia ciliar en el  epitelio respiratorio(Feldman   et   al.   1994).  Se ha observado, 

también, una correlación entre el aumento de los marcadores de estrés oxidante y 

la apoptosis de células endoteliales (Tuder RM. Et al 2003)  y, la producción de un fenotipo 

de senescencia en los fibroblastos, caracterizado por una pérdida de la capacidad 

de división celular y de resistencia a la apoptosis (Nyunoya T. Et al 2006) En consecuencia, 

los   fibroblastos   son   incompetentes   para   reparar   el   daño   tisular   asociado   al 

desarrollo   del   enfisema.   En   los   pulmones   de   pacientes   con   EPOC   existen, 

asimismo,   poblaciones   de   neutrófilos   retenidos   como   consecuencia   de   una 

capacidad de deformación limitada, que resulta de un aumento de polimerización 

de   actina   debida   a   estrés   oxidante,   que   se   revierte   mediante   el   uso   de 

antioxidantes (Drost EM. Et al 1992). Los neutrofilos retenidos son activados, liberan ROS y 

proteasas,   y   contribuyen   a   la   destrucción   de   la   pared   alveolar.   Los   radicales 

oxidantes   inducen,   asimismo,   la   liberación   de   quimiocinas   y   citocinas 

proinflamatorias, como la IL­8 y el factor de necrosis tumoral (TNF­)  (Keatings VM. Et al 

1996), y activan mediadores de señalización intracelular y factores de transcripción 
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reguladores de la expresión de genes implicados en la inflamación, como el factor 

nuclear β(TNF­β), la proteína activadora 1 (AP­1), las cinasas ERK (extracellularly 

regulated kinase) y JNK (N­terminal c­Jun kinase), y las rutas de la proteincinasa 

activada por p3862.

Existen   una   serie   de   estudios   que   han   involucrado   al   estrés   oxidante   con 

circunstancias que contribuyen a la aparición de la inflamación.

 

1.­  Elemento facilitador del reclutamiento de los neutrófilos en el árbol vascular 

pulmonar. El lecho pulmonar tiene  un diámetro medio de 5 µ m por el contrario el 

de   los   neutrofilos   es   de   7µ m.   Esta  situación   obliga   a   un   “encogimiento­ 

deformidad”  de  estas  células  para  atravesar  el   lecho  vascular  pulmonar.  Esta 

acción   parece  que   es   inhibida   a   un   ambiente   oxidante,   facilitándose   de   esta 

manera el secuestro de los neutrofilos a nivel pulmonar. 

2.  Se   incrementa   la  actividad  de   factores  de   trascripción   tales  como el   factor 

nuclear kB (TNF­kB),  proteina activadora 1 (AP­ 1).    Estas   moléculas   actúan 

estimulando la transcripción de genes proinflamatorios favoreciendo de esta forma 

la génesis de citocinas, tales como IL­8, que contribuyen a perpetuar el estado 

inflamatorio.

 

3.   Se   ha   involucrado   el   papel   del   estrés  oxidante   en   el     remodelado   de   la 
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cromatina  nuclear.  La  acetilación  de   las  histonas   (mediante   la  enzima histona 

acetil   transferasa)   abriría   este   armazón,   y     así     el     DNA   sería   mucho   más 

susceptible  a   la  acción  de   los   factores  de   transcripción,  para   favorecer  así   la 

transcripción de genes pro­inflamatorios.

El  estrés  oxidante  ha  sido   involucrado  como uno  de   los  mecanismos  básicos 

implicados en la patogenia y progresión  de la EPOC. El incremento de radicales 

libres  afecta al pulmón y a otros sistemas, entre ellos a los eritrocitos, dificultando 

el transporte y la difusión de oxigeno. Por lo tanto la importancia de la EPOC se 

correlaciona con alteraciones estructurales de los eritrocitos, ya que la morfología 

y la funcionalidad eritrocitaria están directamente ligados al transporte y aporte de 

oxígeno a los tejidos (G. Celedon, et al. 2003).

2.8 ERITROCITOS

Los   eritrocitos   son   responsables   del   transporte   de   oxígeno,   suelen   tener   un 

diámetro  de  6.5  a  8.5  µ m y  poseen  una   forma biconcava,  apareciendo  más 

pálidos en su centro y más oscuros en la periferia. La forma bicóncava maximisa 

su relación superficie/volumen y facilita de este modo el intercambio de oxígeno. 

El color rojo brillante es debido a que contiene hemoglobina, la cual transporta al 
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oxígeno.  A pesar  de  la  falta  de organelos,   los eritrocitos son metabolicamente 

activos y obtiene energía mediante el  metabolismo anaeróbico de  la glucosa y 

mediante la generación de ATP gracias a la derivación de la hexosa monofosfato. 

Funcionalmente los eritrocitos son muy deformables y son capaces de encogerse 

y pasar por pequeños vasos sanguineos hasta de 3 a 4  µ m de diámetro. La 

membrana celular se apoya en una red que contiene actina y espectrina que es la 

responsable del mantenimiento de su forma biconcava característica.

Tienen  una  vida  corta  de  unos  100  a  120  dias  en   la  circulación.  El  eritrocito 

maduro es incapaz de sintetizar nuevas enzimas que reemplacen a las que se 

hayan perdido durante el metabolismo normal. 

La reducción de la eficiencia de los mecanismos de bombeo de iones tal vez sea 

el factor más importante que influye en el envejecimiento de este tipo de célula, 

haciendose ésta cada vez menos deformable.

El vaso, el hígado y la médula ósea son capaces de eliminar los eritrocitos viejos y 

defectuosos (Stevenson 2004).

2.8.1 Membrana del eritrocito

La membrana del glóbulo rojo es la responsable de las propiedades mecánicas y 

de la mayoría de las funciones fisiológicas de la célula (Berga L. et al 1983). Está formada 

por una bicapa lipídica plana, donde predominan en el 80% los fosfolípidos y el 
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colesterol   y   en   menor   medida   los   glicolípidos   aminofosfolípidos,   distribuidos 

asimétricamente.   Se   encuentran   embebidas   parcial   o   totalmente   en   ella   las 

proteínas integrales de la membrana, unidas fuertemente por enlaces apolares. Su 

libre desplazamiento a  través de esta bicapa contribuye a mantener  su  fluidez 

(Delaunay J. 1983). Las proteínas periféricas interactúan entre sí para formar una malla o 

enrejado que recubre la cara interior de la doble capa de fosfolípidos y son las 

responsables de la estabilidad y las propiedades viscoelásticas de la membrana 

(Scriver  SR. et   al  1997).  Entre estas proteínas se destacan la espectrina (Sp), la ankirina 

(banda 2.1, 2.2, 2.3 y 2.6), la banda 4.1, 4.2, 4.9, la aducina, la tropomiosina y la 

banda  7.  Otras  proteínas  periféricas  se  disponen  hacia   la   cara  exterior  de   la 

bicapa lipídica y ellas son fundamentalmente antígenos de grupo sanguíneo  (Scriver 

SR. et al 1997).

La banda 3 constituye un elemento central  de un macrocomplejo  de proteínas 

integrales y periféricas en la membrana del eritrocito  (G.  Celedon,  et  al.  2003). El dominio 

citoplásmico N­terminal  de  la  banda 3 une enzimas glicolíticas,  hemoglobina y 

hemicrones, que pueden inducir la agregación de la banda 3 y el recambio celular 

(Zhang D. et al. 2000). Una función fundamental del dominio N­terminal de la banda 3 es el 

anclaje de la membrana eritrocitaria al citoesqueleto subyacente (Lux SE. et al 1995). Por 

lo   tanto   la   banda  3   constituye  el   elemento   central   de  un  macro   complejo   de 

proteínas integrales y periféricas en la membrana del eritrocito. (Figura 4)
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Figura 4. Membrana de eritrocito

2.8.2 Estres oxidante en la membrana del eritrocito.

La membrana plasmática puede estar sometida a una serie de cambios, ya que la 

rigidez de ésta se encuentra alterada en los procesos de estrés oxidante, y se ha 

demostrado   que   en   los   pacientes   con   EPOC   hay   una   mayor   rigidez   en   sus 

eritrocitos (Eaton J, Brewer G. 1974).

Se ha encontrado que existen altos niveles de catalasa, y   menores niveles de 

glutatión  peroxidasa   y   superóxido  dismutasa   en   los  eritrocitos,   éstas  enzimas 

pueden metabolizar peróxido de hidrógeno y metabolitos activos del oxígeno como 

los radicales libres superóxido e hidroxilo (Canas,DP.et al1988).
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Por  lo  tanto una disminución en  los niveles antioxidantes de  la membrana del 

eritrocito podría provocar disminución de la fluidez de la membrana, alteraciones 

de su permeabilidad,  pérdida de actividad de  receptores y enzimas,  afectar  el 

transporte de oxígeno, efectos nocivos en la función secretora de membrana y 

disminución de la síntesis de eicoisanoides   (Weber et al.  1986) que puede llevar a una 

completa pérdida de la  integridad celular causando apoptosis o necrosis. Tales 

modificaciones pueden ser responsables de trastornos relacionados con obesidad, 

ateroesclerosis e hipertensión arterial  (Cazzola R.et al  2004). Es así como estos procesos 

han sido implicados en la patogénesis de diversas enfermedades, especialmente 

en aquellas patologías crónicas (Vidella La. Et al 2004) (Mori Ta. et al.2004). 

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estrés oxidante en los pacientes con EPOC, pudiera ser condicionante de un 

deterioro mayor en la función respiratoria debido a la continuidad del daño a las 

estructuras   de   las   vías   respiratorias.   Por   lo   que   la     evaluación   del   estado 

antioxidante de estos pacientes, podría permitir al médico considerar alternativas 

de manejo terapéutico que incluyan agentes antioxidantes que coadyuven a una 

mejor   evolución   del   padecimiento   facilitando   posibles   modificaciones   en   la 

terapéutica. 
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4. HIPOTESIS

Los productos de la lipoperoxidación en membranas de eritrocito, se incrementan 

conforme van evolucionando los estadios de la Enfermedad Pulmonar Obstructiva 

Crónica. 

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar   la   participación   del   estrés   oxidante   en   el   daño   progresivo   de   las 

membranas   de   los   eritrocitos   de  pacientes   con   la   Enfermedad   Pulmonar 

Obstructiva   Crónica   (GOLD   I,   II,   III   y   IV)   comparado   con   un   grupo   control 

clínicamente sano.

Como??

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

a)   Evaluar   los   marcadores   de   daño   a   lípidos   (dienos   conjugados Richard   O. 

Recknagel et al 1984),  lipohidroperóxidos (Hicks et al 1969), malondialdehído)  en 

membranas de eritrocitos de controles sanos y de pacientes con EPOC (GOLD I, 

II, III Y IV) con el metodo de 

b) Evaluar la carbonilación de proteínas de controles sanos y de pacientes con 
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EPOC (GOLD I, II, III Y IV) 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS

Este trabajo pertenece a un protocolo de  investigación con número de registro 

B10­08,  el   cual   se   llevo  a  cabo  en  el   laboratorio   de  Bioquímica   Inorgánica  y 

Medicina Ambiental en colaboración con la Clínica de Tabaquismo, del Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) “ISMAEL COSIO VILLEGAS”.

6.1 CONSIDERACIONES ETICAS

Para  el   desarrollo   del   estudio   se   utilizaron  aproximadamente  5  ml   de   sangre 

completa obtenidas por punción venosa, la cual fue obtenida cuando los pacientes 

se   realizaron   estudios   de   laboratorio   como   parte   del   seguimiento   de   su 

padecimiento.  Por  ningún motivo  se   tomaron muestras  de  sangre,   fuera  de   la 

indicación médica.

Por lo anterior este estudio es considerado por el Reglamento de la Ley General 

de Salud en materia de Investigación para la salud como de  riesgo mínimo (V.­ 

Contará   con   el   consentimiento   informado   y   por   escrito   del   sujeto   de 

investigación y que se garantice el bienestar de éste).

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

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

solicitó la autorización del paciente o de algún familiar por medio de una carta de 

consentimiento informado (ANEXO I).
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6.2 TIPO DE ESTUDIO

Tipo de investigación: Observacional Descriptivo

Método de observación: Transversal

Temporalidad: Prospectivo

6.3 CAPTACION DE PACIENTES

Los pacientes fueron captados con base a los criterios de selección, establecidos 

por médicos neumólogos de la Clínica de Tabaquismo del INER.

6.4 CRITERIOS DE SELECCIÓN

6.4.1 Criterios de inclusión para pacientes EPOC

• Pacientes estables que cumplan con la clasificación de la GOLD.

• Pacientes de sexo indistinto, con un rango de edad de 50 a 75 años.

• Pacientes   que   se   encuentren   estables   y   que   no   tengan   alguna   otra 

enfermedad.

• Que hayan firmado el consentimiento informado.

6.4.2 Criterios de no inclusión para pacientes con EPOC 
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Que hayan tenido antecedentes de infección del tracto respiratorio o inestabilidad 

significativa del padecimiento durante un mes previo al estudio.

La presencia de cualquier otra enfermedad clínica activa: Diabetes tipo 1 o tipo 2, 

infección activa (VIH, hepatitis, cáncer).

6.4.3 Criterios de inclusión para el grupo Control

• Voluntarios del género masculino o femenino, con un rango de edad de 50 

a 75 años. 

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

• Que hayan firmado el consentimiento informado. 

6.4.4 Criterios de no inclusión para el grupo Control 

Que sean fumadores activos y/o pasivos.

Que presenten cualquier patología activa: Diabetes tipo 1 o tipo 2, infección activa 

(VIH, hepatitis) cáncer.

6.5 CÁLCULO DEL TAMAÑO DE MUESTRA

El   tamaño de  la  muestra se calculó  por  medio de  la   fórmula de diferencia  de 

medias.

N= (Zα +Zβ)2(2)(Sp)2
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(d)2

N= Número de pacientes

Zα= 95% probabilidad de cometer error tipo I

Zβ= 80% probabilidad de cometer error tipo II

Sp=0.0273 nmol Dinitrofenilhidrazonas/mg proteína

D= 0.053 nmol Dinitrofenilhidrazonas/mg proteína

Se utilizó como parámetro de referencia a  la varianza de  los grupos carbonilo 

expresados como nmol de dinitrofenilhidrazonas/mg de proteína de 67 voluntarios 

sanos (Torres­Ramos, 2006).

N= (1.96+0.84)2(2)(0.0273)2 = 4.1~ 5
                                                             (0.053)2

6.6 TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Las  muestras   de   sangre   completa   captadas  por   la   clínica  de   tabaquismo,   se 

centrifugaron a 3000rpm, durante 15 minutos para  separar el plasma del paquete 

de eritrocitos. Una vez obtenido el paquete de eritrocitos se lavaron dos veces con 

solución salina enriquecida con glucosa 1mM y en una tercera ocasión con Ringer­
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Krebs  pH  7.4   conteniendo  1mM de  glucosa,   la   compactación  del  paquete  de 

eritrocitos se realizó mediante centrifugación a 1000g durante 5 minutos para cada 

lavado.  El  paquete de eritrocitos  es   resuspendido  en un volumen  igual  con  la 

solución de Ringer­Krebs pH 7.4 conteniendo 1mM de glucosa.

Posteriormente   se   depositó   1ml  de   la   suspensión   de   eritrocitos   en   un   tubo 

eppendorf  y  se  le  agregó 0.8ml  de  la  solución  lítica,  compuesta  por  buffer  de 

fosfatos 5 mM pH 8 (S5P8), a éste buffer se le agregaron  40µL/mL de un inhibidor 

de proteasas y   1µL/mL de fenil­metil­sulfonil­fluoruro (PMSF) en el momento de 

usarlo.

Las membranas de eritrocitos se compactaron por centrifugación de 13,000rpm 

durante 30 minutos a 4ºC. Se realizaron una serie de lavados usando la solución 

S5P8   hasta   obtener   membranas   libres   de   hemoglobina,   finalmente   se 

resuspendieron en un volumen de 1 ml con Ringer­Krebs pH 7.4 (Medina­Navarro R. et al. 

1999)  Durante   todo   el   procedimiento   la   solución   lítica   y   las   membranas   fueron 

colocadas en hielo. 

En la Figura 5 se presenta un resumen de la metodología.
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6.7 DISEÑO EXPERIMENTAL
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6.8   DETERMINACIÓN   DE   BIOMARCADORES   DE   DAÑO   POR   ESTRÉS 
OXIDATIVO

6.8.1 Biomarcadores de daño a lípidos

Los biomarcadores de daño a lípidos (dienos conjugados, lipohidróperoxidos(Hicks JJ. 

et al 1996). y MDA (Gerard­ Monnier D. et al 1998)), se expresan por la materia orgánica total.

6.8.1.1  Cuantificación de Materia orgánica total

Este método se basa en la oxidación  de la materia orgánica total por el dicromato 

de potasio en una solución fuertemente ácida (Bernal AM. ET   al.198).  En un tubo de vidrio 

con tapón de rosca, se colocaron 0.05mL de membranas de eritrocito, 0.45mL de 

agua  y  1  mL  de  dicromato  de  potasio  al   2% en  ácido   sulfúrico   concentrado, 

posteriormente se depositan en baño maria en ebullición durante 20 minutos, se 

dejaron enfriar. La absorbancia fue determinada  en un espectrofotómetro Perkin 

Elmer UV/VID modelo B050­9914  a   una longitud de onda de 600 nm. Para la 

curva estándar se utilizó manitol (ANEXOII)

6.8.1.2 Concentración de Dienos Conjugados.

Los   Dienos   conjugados   son   el   primer   producto   intermedio   del   proceso   de 

lipoperoxidación  el   cual  se  determinó mediante  el  método descrito  por  Prior  y 

Castle. Se adicionaron 30μL de membranas de eritrocitos a 0.17mL de agua y a 

1.3mL de una mezcla de cloroformo­metanol (proporción 2:1), la solución se agitó 

durante dos minutos. Posteriormente se centrifugó a 4000rpm durante 10 minutos 
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a   20ºC,   para   poder   retirar  0.5mL   de   la   fase   orgánica,   la   cual   se   evaporó   a 

sequedad (se calentó a 37ºC en una campana de extracción) finalmente el residuo 

se resuspendió en ciclohexano concentrado. La absorbancia se determinó en un 

espectrofotómetro Perkin  Elmer UV/VID modelo B050­9914  a   una  longitud de 

onda de 234nm. Fue utilizado para los cálculos un coeficiente de extinción molar 

de dienos conjugados Є = 2.7X104 M­1 cm­1. Los resultados fueron expresados en 

nmol de dienos conjugados/mg de materia orgánica.

6.8.1.3 Cuantificación de lipohidroperóxidos 

Los   lipohidroperóxidos  segundo  producto   intermedio  de   la   lipoperoxidación,   se 

determinaron   utilizando   un   método   iodométrico,   el   cual   está   basado   en   la 

capacidad de los peróxidos de oxidar el ión yoduro a yodo (Hicks JJ. Et al 1996). Se tomó 

una  alícuota de 0.03mL de membranas de eritrocitos, se les adiciono 0.5mL del 

reactivo CHOL (reactivo comercial utilizado para medir esteres de colesterol, de 

los laboratorios Roche con el numero de lote 69206101) y 0.5 mL de yoduro de 

potasio 1M. Las muestras fueron incubadas 30 minutos a temperatura ambiente, 

protegiéndolas de la luz. La absorbancia fue determinada en un espectrofotómetro 

Perkin Elmer UV/VID modelo B050­9914 a  una longitud de onda de 360 nm. La 

concentración de lipohidroperóxidos fue expresada en nmol de LHP/mg materia 

orgánica. Se utilizó como estándar el terbutil hidroperóxido. (ANEXO III)

6.8.1.4  Cuantificación de MDA por la reacción con MPI (1­methyl­2­phenylindole)
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Este   método   se   basa   en   la   reacción   del   N­metil­2­fenil­indol   (MPI)   con   el 

Malondialdehyde   (MDA)   para   formar   un   aducto   denominado   carbocianina 

(FIGURA 6) el cual produce una intensa coloración con una absorción máxima a 

una longitud de onda de 586 nm. (Gerard­ Monnier D. et al 1998)

OO

N

CH3

N

CH3

N

H3C

Malondialdeido 
(MDA)

N­metil ­2 fenilindole (MPI)

Carbocianina

FIGURA 6 Formación de carbocianina

Para cuantificar el MDA, A 0.03mL de membranas de eritrocitos, se les adiciono 

0.65mL   de   MPI  15   mM,   0.15mL   de   HCl   concentrado.   Las   muestras   fueron 

incubadas a 45ºC durante 40 minutos. Finalmente las muestras son centrifugadas 

a   10,000   rpm   durante   5   minutos.   La   absorbancia   fue   determinada  en   un 

espectrofotómetro Perkin  Elmer UV/VID modelo B050­9914  a   una  longitud de 

onda  de  584 nm. La concentración  de  MDA se expreso en nmol  de MDA/mg 
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materia orgánica. Para la curva de calibración fue utilizado el Tetraetoxipropano 

(TEP) como estándar (ANEXO IV).

6.8.2 Biomarcador de daño a proteínas

6.8.2.1 Cuantificación de la carbonilación de proteínas

Uno de los biomarcadores más utilizados de daño a proteína es la cuantificación 

de grupos carbonilos (Dalle­donne et al, 2003). Cuando existe un daño a proteína, 

los   grupos   carbonilos   expuestos   reaccionan   con   dinitrofenilhidrazina,   el   grupo 

carbonilo se une al amino formando así dinitrofenilhidrazona, la cual se lee en el 

espectrofotómetro a 370 nm. (Figura 6)

C
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NHH2N

NO2

NO2

NHN

NO2

NO2

C

    Grupo 
Carbonilo Dinitrofenilhidrazina Dinitrofenilhidrazona                

(370nm)

FIGURA 7. Formación de Dinitrofenilhidrazonas

Se mezclaron 50μl  de  fantasmas con 500μl  de 2,4­dinitrofenilhidrazina (DNPH) 

10mM en HCL 2.5 M.
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Las muestras se incubaron a temperatura ambiente evitando la incidencia de la luz 

(fueron agitadas casa 15 minutos durante 60 minutos) y precipitadas con ácido 

tricloroacético (TCA) al  20%. Se centrifugaron por 5  minutos a 3000 rpm para 

recolectar  la proteína precipitada. La pastilla se lavó nuevamente con 500μl de 

TCA al 10%. Finalmente el precipitado se disolvió en 500μl de guanidina 6M en 

fosfato de potasio 20 mM, e incubados por 10 minutos a 37°C. Finalmente se 

analizó espectrofotométricamente a una longitud de onda de 370 nm (Dalle­Donne, 2003).

El coeficiente de extinción molar de la dinitrofenilhidrazina es de   = 22,000/Mε ­1 

cm1, el cual fue utilizado para calcular la concentración de carbonilos, expresados 

en nmol de dinitrofenilhidrazinas/mg de proteína. (ANEXO VI)

El biomarcador de daño a proteinas (carbonilación de proteínas)  se expresó por 

mg de proteína cuantificados por el método de Lowry(Lowry OH, et al. 1950).

6.8.2.2 Cuantificacion de proteína 

Se tomaron 0.01 mL de membranas de eritrocito, y se les adicionaron 0.24 mL  de 

agua, 1ml de  una Solución cupro­alcalina (Na2CO3  al  2% y tartrato  de sodio y 

potasio al 0.02% en NaOH 0.1N.) y una Solución de CuSO4 al 0.5%. Las muestras 

fueron   mezcladas   e   incubadas   10   minutos   a   temperatura   ambiente, 

posteriormente se adicionó 0.1mL de la solución de Reactivo de Folin­Ciocalteau, 

las muestras fueron agitadas e incubadas 45 minutos a temperatura ambiente. La 
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absorbancia   fue   determinada   en   un   espectrofotómetro   Perkin   Elmer   UV/VID 

modelo B050­9914 a  una longitud de onda de 550nm. Para la curva de calibración 

fue utilizada albúmina bovina como estándar (Lowry OH, et al. 1950). (ANEXO V)

6.9 ANALISIS ESTADISTICO

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

student   para   muestras   independientes,   ANOVA   de   una   vía,   comparaciones 

múltiples mediante una prueba post­hoc de Bonferroni, correlación de Spearman y 

regresión lineal. Mediante el programa Prisma 2.01 (Graph Pad, San Diego, CA, 

USA). Los datos fueron expresados como la MEDIA ± DESVIACIÓN ESTÁNDAR 

se considero una significancia del 95% y una potencia del 80%.
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7. RESULTADOS

7.1  DATOS DEMOGRAFICOS DEL GRUPO CONTROL Y DE PACIENTES 

CON EPOC GOLD I, II, II y IV.

En la  tabla 2 se observan los datos de peso talla e índice de masa corporal, los 

cuales   mediante   una   ANOVA   de   una   vía   no   presentaron   diferencias 

estadísticamente significativas en el grupo de pacientes y en el grupo control.

Tabla 2. Datos demográficos de los grupos de estudio.

PARAMETROS CONTROL GOLD I GOLD II GOLD III GOLD IV
N 10 6 13 10 4

GENERO F M F M F M F M F M
10 0 1 5 5 8 4 6 0 4

EDAD 63.12±8.45 72±8.90 66.2 ±13.94 70.3± 7.22 69.5±6.45
IMC 29.5 ±4.0 30.87 ±5.1 28.31± 6.2 24.85 ±4.0 24.86±5.6 

7.2 DAÑO A LIPIDOS

7.2.1 Determinación de dienos conjugados en grupo control y en  EPOC (I, II, III 
y IV).

La Figura 7  muestra la concentración de dienos. En el eje de las absisas estan 

representados los diferentes estadios de la EPOC. En el eje de las ordenadas 

se encuentran las concentraciones de dienos conjugados expresados en nmol/

mg   materia   orgánica.   En   los   grupos   de   EPOC   III   dienos   (p<0.01)    y   IV 
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(p<0.001)  se   observa   un   aumento   estadísticamente   significativo   en   la 

concentración de dienos conjugados, en comparación con el grupo control.
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Figura. 7 Concentración de dienos conjugados durante el proceso de lipoperoxidación en grupo 
control y en EPOC (I, II, III y IV).

7.2.2 Determinación de Lipohidroperóxidos en grupo control y en  EPOC (I, II, 
III y IV).

La Figura 8   muestra la concentración de lipohidroperóxidos. En el eje de las 

abscisas están representados los diferentes estadios de la EPOC. En el eje de 

las   ordenadas   se   encuentran   las   concentraciones   de   lipohidroperóxidos 

expresados en nmol/mg materia orgánica. En el el estadio III y IV  se observa 
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un   aumento   estadísticamente   significativo   en   la   concentración   de 

lipohidroperóxidos en ambos casos con una p<0.01, en comparación con el 

grupo control.

Lipohidroperóxidos

CO
NT

RO
L

GO
LD

 I

GO
LD

 II

GO
LD

 II
I

GO
LD

 IV

0.0

0.1

0.2

0.3

n=10
n=7 n=10

n=15
n=5

*
*

*p<0.01

nm
o
l/m

g 
m

at
er

ia
 o

rg
án

ic
a

Figura 8. Concentración de Lipohidroperóxidos en grupo control y en EPOC (I, II, III y IV).

7.2.3 Determinación de Malondialdehído en grupo control y en  EPOC (I, II, III y 
IV).

La Figura 9  muestra la concentración de malondialdehído (MDA). En el eje de 

las abscisas están representados los diferentes estadios de la EPOC. En el eje 

de las ordenadas se encuentran las concentraciones de MDA expresados en 

nmol/mg materia orgánica. Se  aprecia un aumento en GOLD I comparado con 
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el grupo control y no se observaron diferencias estadísticamente significativas 

entre los demás grupos.
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Figura. 9 Concentración de malondialdehído en el grupo control y en EPOC (I, II, III y IV).
.

7.3 DAÑO A PROTEINAS

7.3.1 Determinación de grupos carbonilo

La Figura 10  muestra la concentración  de los grupos carbonilos expuestos. En 

el eje de las abscisas están representados los diferentes estadios de la EPOC. 

En  el   eje   de   las   ordenadas   se  encuentran   las   concentraciones  de  grupos 

carbonilos expuestos expresados en nmol DNPH/mg proteína. En el GOLD IV 
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(p<0.05)  se   observa   un   aumento   estadísticamente   significativo   en   la 

concentración de carbonilos expuestos, en comparación con el grupo control  
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Fig. 10 Determinación de grupos carbonilo en el grupo control y en EPOC (I, II, III y IV).
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7. DISCUSION

El  elemento  imprescindible  para  la  vida de  los seres aeróbicos es el  oxígeno; 

elemento   que   es   metabolizado   hasta   formar   agua   como   producto   final   de   la 

cadena respiratoria, en un proceso acoplado a la generación y atrapamiento de 

energía en forma de enlaces químicos. Se calcula que durante este proceso del 

100% de oxígeno respirado en la mitocondria en los organismos eucariontes, en 

condiciones fisiológicas, del 1 al  3%,  no culmina su reducción completa dando 

lugar a la formación de radicales libres (RL) como es el caso del anión superóxido 

(O2
●▬) (Sastre,2000). Estas reacciones son inevitables en un organismo dependiente de 

oxígeno como el  ser  humano. Por  otro   lado es  importante  considerar  que  los 

radicales libres formados por procesos diversos son necesarios para la realización 

de   varios   procesos   fisiológicos,   incluyendo   la   fertilización   del   óvulo   por   el 

espermatozoide (Hicks & Pedron, 1975) y la activación de genes (Lai & Wong, 2005). Los radicales 

libres también participan en los mecanismos de defensa del organismo durante 

una  infección,   realizando  lisis  bacteriana  (Halliwell,   1994).  En  contraste   los   radicales 

libres formados también pueden causar modificaciones en diversas biomoléculas, 

alterando su  función.  Estos cambios moleculares pueden ser  evidenciados por 

metodologías   ya   bien   establecidas,   con   las   que   se   demuestra    el   daño   por 

especies reactivas de oxígeno (ERO) a lípidos, proteínas, ácidos nucleicos, entre 

otros  (Halliwell,   et   al,   2004).  Este daño molecular en condiciones fisiológicas (personas 

sanas) es mínimo ya que la actividad de los RL está regulada por los sistemas 
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antioxidantes. La concentración y la actividad de estos sistemas antioxidantes son 

dependientes de múltiples factores, entre ellos: la alimentación, el sedentarismo, 

el sobre peso, el tabaquismo y el proceso de envejecimiento (McCord, 2000) entre otros, 

Sin   embargo   cuando  por   alguna  patología,   los   sistemas  productores  de  ERO 

sobrepasan   la   capacidad   neutralizante   de   los   sistemas   antioxidantes   del 

organismo,   se   establece   el   desequilibrio   metabólico   denominado   como   estrés 

oxidante (Beal, 1990). Estado metabólico asociado al proceso inflamatorio en la EPOC.

La EPOC en la actualidad es un problema de salud pública y dada su creciente 

progresión  se considera que será  la quinta causa de discapacidad y la tercera de 

mortalidad en el mundo para el año 2020. (Lopez, 1998). Por lo que consideramos de 

vital importancia estudiar a las membranas de eritrocitos de pacientes con EPOC, 

ya que estos son los responsables en el transporte del oxígeno a los tejidos, por lo 

que un mal funcionamiento nos puede llevar a una mala oxigenación propiciando 

la hipoxia tisular, característica importante en los pacientes con esta enfermedad.

Los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) son fundamentales para la célula, ya 

que   forman   parte   de   los   fosfolípidos,   constituyentes   principales   de   la   bicapa 

lípidica de las membranas y son los responsables, en buena medida, de la fluidez 

de ésta. La función de estos lípidos localizados en las membranas biológicas es 

mantener la integridad de la célula (Muriel 1997). Los PUFA son las moléculas 

más   susceptibles   al   estrés   oxidativo   y   su   degradación   nos   lleva   a   la 

lipoperoxidación. Por lo descrito anteriormente es de vital  importancia valorar la 

55



integridad de la membrana de eritrocitos ya que estos carecen de núcleo y pierden 

sus mitocondrias en la medida en que maduran, los eritrocitos maduros no posen 

una  maquinaria   celular  que   les  permita  obtener  energía,   sintetizar  proteínas  y 

ácidos nucleicos como el resto de las células del organismo por lo que el eritrocito 

utiliza vías alternas para cumplir con sus funciones vitales, así como el mantener 

la integridad de su membrana. (Joppa P, et al 2007)

En este trabajo se cuantificaron los biomarcadores primarios (dienos conjugados), 

intermedios (lipohidroperóxidos) y finales (MDA) del proceso de lipoperoxidación, 

así como también se cuantificó el daño a proteína midiendo la carbonilación de 

proteínas   en   los   diferentes   estadios   de   la   EPOC   (GOLD   I,   II,   III   y   IV), 

comparándolos con un grupo control.

En la actualidad existen diferentes grupos de trabajo los cuales han demostrado 

que los eritrocitos de pacientes con EPOC presentan modificaciones morfológicos 

y  funcionales: con una disminución en la expresión de proteínas de membrana 

(glicoforina) (De Castro J. et al 2007). Estas alteraciones pueden explicar la modificación de 

la plasticidad del eritrocito que es esencial para su funcionamiento y forma. (Straface E, 

et  al    2000). Sin embargo no demuestran si estas modificaciones están relacionadas 

con la progresión de la enfermedad. Como se demuestra en la figura  7 donde se 

puede apreciar  un  aumento  en   la  concentración  de  dienos conjugados  en  los 

pacientes con EPOC, el GOLD III presenta un incremento del doble, mientras que 

el GOLD IV presenta un incremento de tres veces mayor, con respecto al control.
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El mismo comportamiento se observa en la figura 8, en el que se presenta un 

aumento de los lipohidroperóxidos con respecto a la progresión de la enfermedad, 

observándose un aumento dos veces mayor con respecto al grupo control.

Las concentraciones de MDA no muestran una diferencia significativa entre  los 

pacientes con EPOC y el grupo control (Figura 9). Aparentemente se aprecia, que 

hay una  tendencia en  la disminución de MDA en  los diferentes estadios de  la 

EPOC. 

El daño a lípidos es un evento llevado a cabo en procesos agudos, que pueden 

ser regulados con el aumento de la capacidad antioxidante total de plasma del 

paciente con una dieta rica en antioxidantes o suplemento que los contengan o 

también evitando la fuente de ERO, como pudiera ser el uso de antioxidantes.

EL echo  de que el  MDA se  presente  una  disminución  puede ser  explicado  a 

debido a que el MDA, por ser un producto muy reactivo puede reaccionar con el 

grupo amino terminal de un péptido formando una base de Schiff, la estructura de 

este compuesto se reordena hacia una forma más estable, denominada producto 

de Amadori, dejando expuesto un grupo carbonilo, el cual puede ser detectado por 

la reacción de dinitrofenilhidrazina para formar dinitrofenilhidrazonas(Gerard­ Monnier D. et al 

1998). Por lo tanto la ausencia aparente de MDA en las membranas de eritrocito de 

los pacientes con EPOC puede ser explicada por el incremento en la formación de 

aductos proteicos y reflejada en la carbonilación de proteínas (figura 10), en donde 

hay un aumento de este en comparación a la progresión de la EPOC. Debido a 
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que las proteínas son muy sensibles al ataque de los productos finales del proceso 

de lipoperoxidación. La exposición de los grupos carbonilos pueden originarse por, 

a) el  ataque directo por  las especies reactivas de Oxígeno y/o nitrógeno, b)  la 

interacción   con   metales   de   transición,   c)   la   glicasión,   o   d)   por   formación   de 

aductos entre las proteínas y algunos productos de la lipoperoxidación.  La EPOC 

es un proceso crónico degenerativo, condición que se corrobora al encontrar que 

las proteínas están alteradas, visto esto como un aumento en la exposición de 

grupos carbonilo (Figura 10) conforme a la evoluciona de la a EPOC.

Con   los   resultados  obtenidos  en   este   trabajo   se  aprecia   que  existe   un   daño 

molecular   ocasionado   por   el   estrés   oxidativo   a   lípidos   (dienos   conjugados, 

lipohidroperóxidos   y   malondialdehído)   y     a   proteínas   (exposición   de   grupos 

carbonilo). 

Por lo tanto se demuestra que el estrés oxidativo puede ser considerado como un 

factor   importante  en   la  progresión  de   la  EPOC.  Ya  que  además contribuye  a 

amplificar el proceso inflamatorio y puede ser responsable de la resistencia a los 

efectos antiinflamatorios de los corticoides, por lo que la mejora del conocimiento 

de los mecanismos que subyacen al desarrollo de la EPOC puede proporcionar 

ayuda  relevante en el  desarrollo  de nuevos  tratamientos y  abre un mundo de 

posibilidades para mejorar el cuidado y el pronóstico de esta enfermedad como lo 

es  el   uso  de  antioxidantes  como  coadyuvantes  en   la   terapéutica,   lo  que  nos 
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conduciría a mejorar la capacidad antioxidante del paciente, por lo que es posible 

retardar las complicaciones, y la evolución de dicha enfermedad.

8. CONCLUSIONES

Como   efecto   del   estrés   oxidante   presente   en   la   EPOC   se   determinaron   las 

siguientes alteraciones en las membranas de eritrocito:

­ Se presenta daño oxidante a lípidos el cual se ve reflejado en el aumento en las 

concentraciones de dienos conjugados y   lipohidroperóxidos en membranas del 

eritrocito, conforme a la progresión de la EPOC.

­ EL MDA no resulto ser un buen marcador para corroborar la progresión de la 

enfermedad con el estrés oxidante presente en las membranas de eritrocito.

­ Se presenta  daño oxidante en proteínas, se ve reflejado por un aumento en la 

carbonilación de éstas en membranas de eritrocito, conforme a la relación con la 

progresión de la EPOC.

­ Se identificó la participación del estrés oxidante en las membranas de eritrocitos 

de pacientes con EPOC. El grado o la importancia de su implicación como causa o 
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consecuencia del proceso que caracteriza esta enfermedad ésta aún por aclararse 

definitivamente.

10. PERSPECTIVAS

Se   requiere   actualmente   más   investigación,   para   responder   algunas   de   las 

preguntas clave. Sin embargo, la disponibilidad de tejidos de pacientes con EPOC 

y   de   pacientes   sin   EPOC   y   el   desarrollo   de   nuevas   técnicas   celulares   y 

moleculares, hace pensar en rápidos progresos. Podría ser posible predecir cuáles 

pacientes desarrollarán EPOC e identificar objetivos para nuevas terapéuticas que 

supriman   este   proceso   inflamatorio   crónico.   Muchas   nuevas   drogas   para   la 

obstrucción pulmonar crónica se encuentran ya en etapa de desarrollo, y varias de 

ellas serán probadas en estudios clínicos.

Por   lo   tanto   se  considera   relevante   ampliar   lo   descrito,   aumentando   los 

marcadores de estrés oxidante, además de analizar los sistemas antioxidantes y 

tratar de apoyar estas investigaciones con la administración de antioxidantes en la 

dieta de los pacientes como una posible opción terapéutica.
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ANEXOS



ANEXO I

DETERMINACIÓN DE PESO SECO

Este método se basa en la oxidación de la materia orgánica por el 
dicromato de potasio en una solución fuertemente ácida.

Reactivos:
Solución estándar de manitol: 0.02g en 10mL de agua destilada.
Dicromato de potasio (K2Cr2O7)  al 2% en [H2SO4] 

Curva estándar:

TUBO
MANITOL

μL           mg

H2O 

(μL)

K2Cr2O

7 (mL)

B ----- 500 1000

1 50 0.1 450 1000

2 100 0.2 400 1000

3 150 0.3 350 1000

4 200 0.4 300 1000

5 250 0.5 250 1000

Los  tubos  se  colocaran  en  hielo  para  agregarles  el  dicromato  de 
potasio, se agitan con cuidado manteniéndolos en el hielo para evitar 
que se sobrecaliente la mezcla.
Posteriormente los tubos se colocan en baño maria durante 20’.
Se enfrían los tubos y se lee a 660 nm.

FANTASMAS



Se toman 50 μL de membranas de eritrocito, 450  μl de agua  y se le 
agrega  el  mL  de  dicromato,  se  sigue  el  procedimiento  señalado 
anteriormente.
Para realizar los cálculos es utilizado el factor obtenido de la curva de 

calibración que es de 1.8

[mg] Abs
0 0

0.1 0.045
0.2 0.105
0.3 0.154
0.4 0.223
0.5 0.282

CURVA DE CALIBRACIÓN peso seco

y = 0.5489x
R2 = 0.9947
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ANEXO II

CURVA ESTÁNDAR DE LIPOHIDROPEROXIDOS CON 

TERBUTILHIDROPEROXIDO

Ter­butilhidroperoxido 
PM= 90.12 g/mol
Densidad= 0.808g/cm3

[10mM]
5μL  en un VF de 1000 μL =  [0.025mM] 
10μL                                      [0.05mM]
15μL                                      [0.075mM]
20μL                                      [0.1mM]
25μL                                      [0.125mM]

90.12         1000mM
1.8024 10mM        1000mL
0.00225g                         5mL

D= m/v
d=0.808g/cm3

v= 0.00225g/0.808g/cm3= 2.8 μL

Tomar 2.8 μL de la [solución] aforar a 5mL

KI [1M]
300 μL en un VF de 1000 μL = [0.3M]
PM= 166.01
166.01 1.0M        1000mL
4.150g                          25mL
8.300g                              50Ml



  

  

     Incubar 30’ a obscuras
      Leer a 360nm

Concentración Abs (356)
0 0

0.05 0.167
0.1 0.32

0.15 0.461
0.2 0.636

0.25 0.802
0.3 0.909

FACTOR
1.05 3.295 0.31866464

Buffer de 

Fosfatos

pH 7.4 

[50mM]

Ter-

butilhidroperoxi

do

[20mM]

KI

[1M

]

Kit

200 ----- 300 500

195 5 300 500

190 10 300 500

185 15 300 500

180 20 300 500

175 25 300 500



CURVA DE CALIBRACIÓN CON TERBUTILHIDROPEROXIDO
y = 3.1204x
R2 = 0.9976

0
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ANEXO III

TÉCNICA PARA LA DETERMINACIÓN DE  MDA POR EL MÉTODO DE 

1­METHYL­2­PHENYLINDOLE

SOLUCIONES:

Tetraetoxipropano (TEP) [50 nmoles/mL]
PM = 220.3, >95%
D= 0.92 g/mL
4.1M ( 4.1 µmoles/µL )

Tomar 61 µL (250 µmoles) y disolver en 50 µL de H20  = solución 1 =  [5 µL/
mL]
Agitar vigorosamente  
Realizar una dilución 1:100 de la sol. 1
0.5 mL :  50mL H20  =  [50 nmol/mL]



1­Methyl­2­phenylindole (MPI)  [15mM]
PM = 207.3
207.3g        1000mM
3.109           15Mm           1000mL
0.06218 g 20 mL en acetonitrilo­metanol

Acetonitrilo­Metanol 3:1
45 mL de acetonitrilo + 15 mL de metanol

Tapar con papel parafilm y agitar
Incubar 40’ a 45º C
Dejar enfriar 5 min (muy importante para desarrollar color)
Agitar 
Leer a 584 nm
ε586 nm = 110mM­1 cm­1 

Tubo

TEP

[50 

nmol/mL]

H2O
MPI

[15Mm]

HCl

37%

0 ----- 200 650 150
1 10 190 650 150
2 20 180 650 150
3 50 150 650 150
4 100 100 650 150
5 200 ------ 650 150

μL μL μL μL



Mismo procedimiento hasta agitar.
Centrifugar 10,000 rpm durante 5 minutos.
Leer a 584 nm.

[nmoles] Abs
0 0

0.5 0.0599
1 0.1251

2.5 0.3346
5 0.677
10 1.3401 FACTOR

19 2.5367

7.4900461

2

Tubo

Buffer de 

fosfatos

[50mM] pH 

7.4

Plasma/G

host

MPI

[15Mm]

HCl

37%

B 200 ----- 650 150
GHOST 170 30 650 150



CURVA DE CALIBRACIÓN DE MDA POR EL MÉTODO DE MPI 

y = 0.1342x
R2 = 0.9999
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ANEXO IV

DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS

Reactivos:

A) Solución de Na2CO3 al 2% y tartrato de sodio y potasio al 0.02% 
en NaOH 0.1N.

Na2CO3

2g        100mL
10g      500mL 

Tartrato de sodio y potasio
0.02g        100mL
0.10g        500mL 

NaOH
40g         1N
4.0g         0.1N         1000mL
2.0g                         500mL

B) Solución de CuSO4 al 0.5% en agua destilada.

0.5g 100mL
1.25g        250mL

C) Solución cupro-alcalina, 50 ml de la solución A con 1ml de la 
solución B. Se prepara al momento de usarse.



D) Reactivo de  Folin-Ciocalteau. Diluido en una proporción 1:1 en 
agua destilada.

E) Solución  estándar.  Albúmina bovina 0.3 mg en 1 ml  de agua 
destilada.

TUBO ASB

(μl)  -    [ ]

H2O

(μl)

SOL. C

(mL)

SOL. D

(μl)
0 ----      ---- 250 1.0 100
1 50----0.01

5

200 1.0 100

2 100—

0.03

150 1.0 100

3 150—

0.045

100 1.0 100

4 200—

0.06

50 1.0 100

5 250—

0.075

----- 1.0 100

                                                                             *         **

*   Mezclar e incubar 10 minutos a T.A.
** Mezclar e incubar 45 minutos a T.A.

      Leer a 550nm

TUBO FANTASM

AS

(μl) 

H2O

(μl)

SOL. C

(mL)

SOL. D

(μl)

CALIBRAR ----     250 1.0 100
PROBLEM

A

10 240 1.0 100

STANDAR 100 150 1.0 100



                                                                                  *  
**

*   Mezclar e incubar 10 minutos a T.A.
** Mezclar e incubar 45 minutos a T.A. 
     Leer a 550nm.

CURVA ESTANDAR

[mg proteína] As As' Media
0 0 0 0

0.015 0.11 0.11 0.11
0.03 0.233 0.23 0.2315

0.045 0.352 0.349 0.3505
0.06 0.454 0.452 0.453

0.075 0.527 0.541 0.534
=0.225Σ =1.679Σ

CURVA ESTANDAR DE PROTEÍNAS
 (LOWRY)

0
0.01

0.02
0.03
0.04
0.05

0.06
0.07

0.08

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08

[mg proteína]

A
s 

(5
50

nm
)

FACTOR =  0.225   =   0.1340

                                       1.679

[mg] Abs
0 0

0.015 0.122
0.03 0.249

0.045 0.345
0.06 0.441

0.075 0.564



CURVA DE CALIBRACIÓN LOWRY

y = 7.5624x
R2 = 0.9965
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ANEXO V

DETERMINACIÓN DE GRUPOS CARBONILO 
(REACCIÓN CON DINITROFENILHIDRAZINA)

Preparación de reactivos:

DNPH 10mM EN HCl 2.5M
2,4,dinitrofenilhidrazina   PM =  198.1

198.1g        1000mM
1.98g          10mM          1000ml
0.495g                            250ml

HCl 2.5M

36.46g          1.0M
91.15g          2.5M          1000ml

37g            100ml
91.15g       246.35 ml

246.35 ml        1000ml
61.58 ml           250 ml

GUANIDINA HIDROCLORADA 6M EN FOSFATO DE POTASIO 
20mM pH 2.3
PM= 95.53g



95.53g          1.0M
91.15g          6.0M          1000ml
143.38g                           250 ml

FOSFATO DE POTASIO 20mM
PM= 136.09

136.09 g            1000mM
2.72g          20mM          1000ml
0.68g                            250ml

ACIDO TRICLOROACETICO AL 20 % Y AL 10%
20g      100ml                      
50g       250ml

SOLUCIÓN DE EXTRACCIÓN ACETATO DE ETILO­ETANOL

acetato de etilo :  etanol   1 : 1

Procedimiento:

TUBO
PLASMA

(μL)

DNPH 10 M

(μL)

HCl 2.5 M

(μL)

BLANCO 100/50 ----- 1000/500

PROBLEMA 100/50 1000/500 -----

1.­ Incubar 1 hora a obscuras, agitando cada 15 minutos.

2.­ Agregar 1 mL (500μL) de TCA al 20%, 

3.­ Centrifugar 5 minutos a 3000 rpm.

4.­  Tirar el sobrenadante, dejando únicamente la pastilla.

5.­ Agregar 1 Ml (500μL) de TCA al 10% y disolver la pastilla.

6.­ Centrifugar 5 minutos a 3000 rpm

7.­ Tirar el sobrenadante, dejando únicamente la pastilla

8.­ Agregar 3 mL (1.5mL) de la solución de extracción  etanol­acetato de etilo y 

disolver la pastilla

9.­  Centrifugar 5 minutos a 3000 rpm

10.­ Retirar el sobrenadante y secar perfectamente las pastillas.



11.­ Disolver la pastilla en 1 ml  (500μL) de Guanidina

12.­ Incubar 10 min a 37° C.

13.­ Leer a 370 nm, utilizando, guanidina para calibrar.

ANEXO VI

DIENOS CONJUGADOS

Reactivos:

• Mezcla de cloroformo:metanol (2:1) 
• Corriente de nitrogeno (cromatográfico (99.998%)
• Ciclohexano 

Procedimiento:

Fantasmas H2O
Clorof:met

anol

30μL 170μL 1300 μL

1. Mezclar en el vortex durante 2 minutos



2. Centrifugar a 4000rpm durante 10 minutos a 20º

3. Tomar 500 μL de la fase orgánica, sin tocar la capa amarilla

4. Evaporar a sequedad (calentar a 37ºC en la campana) en corriente de 

nitrógeno.

5. Resuspender en ciclohexano, mantener los tubos tapados y a obscuras.

6. Se determina  la absorbancia a 234nm utilizando para los cálculos un 

coeficiente de extinción molar de Є = 2.7X104 M­1 cm­1. (Prior y Castle, 

1984)
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