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Presencia de estrés oxidativo en un modelo de
enfermedad pulmonar obstructiva cronica inducido
con exposicion a humo de lefia en cobayos
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RESUMEN

Introduccién: La exposicion doméstica al humo
de biomasa (principalmente lefia) representa la
segunda causa de EPOC. Alrededor del 45% de
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la poblacion mundial utiliza combus-
tibles de biomasa sélida y en México,
el 69% de los hogares en dreas rura-
les y urbanas marginadas utilizan lefia
como combustible primario. Los meca-
nismos patogénicos en la EPOC aso-
ciada a la exposicion de humo de bio-
masa se conocen solo de forma
parcial. Recientemente en el INER se
desarrollo un modelo de EPOC en co-
bayos expuestos al humo de lefia en
el que se demostro incremento de en-
zimas elastoliticas, colagenoliticas y
gelatinoliticas, asi como hipertension
pulmonar, hiperplasia del mdsculo
liso y apoptosis. Sin embargo, no se

reporto el estado del estrés oxidativo ni el de en-
zimas antioxidantes.

Objetivo: Analizar la concentracion plasmatica de
malondialdehido (MDA) y la actividad de la super-
oxido dismutasa (SOD) en macrofagos del lava-
do bronquioalveolar en cobayos expuestos al
humo producido por 60 g de lefia/dia durante 7
meses.
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ABSTRACT

Introduction: Domestic exposure to biomass smoke
(mainly wood) represents the second cause of
COPD. About 45% of the world’s population use
solid biomass fuels, and 69% of Mexican house-
holds at rural and marginalized urban areas use
wood as primary fuel. Pathogenetic mechanisms in
biomass smoke-associated COPD are only partial-
ly known. Recently, a COPD model was developed
at INER by exposing guinea pigs to wood smoke.
This model showed enhanced expression and activ-
ity of elastolytic, collagenolytic and gelatinolytic
enzymes, pulmonary hypertension, smooth muscle
hyperplasia, and apoptosis after. However, the sta-
tus of oxidative stress or antioxidant enzymes was
not reported.

Objective: To analyze plasma concentration of ma-
londialdehyde (MDA) and activity of SOD in bron-
choalveolar lavage (BAL) macrophages in guinea
pigs daily exposed to the smoke produced by 60 g of
wood/day during 7 months wood during 7 months.
Methods: MDA was measured by the 1-methyl-2-
phenylindole reaction and SOD activity with a com-
mercial Kit.

Results: MDA content increased after wood smoke
exposure. Thus, while control groups had —0.459
=+ 0.051 nmol/mL MDA, experimental groups
reached 2.626 + 0.310, 1.707 + 0.202, and 1.354
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Método: EI MDA se midié con la reaccion del
1-metil-2-fenilindol y la actividad de SOD con un
paquete comercial.

Resultados: El contenido de MDA se incrementé por
la exposicion al humo de lefia. Asi, mientras que los
grupos control tuvieron valores de ~0.459 + 0.051
nmol/mL de MDA, los grupos experimentales alcanza-
ron 2.626 + 0.310, 1.707 #+ 0.202 y 1.354 + 0.109
nmol/mL a los 3, 5 y 7 meses de exposicion, respecti-
vamente (p < 0.001 en todas las comparaciones). La
actividad de la SOD también se incrementd, cambian-
do de ~0.016 + 0.002 unidades/10 ¢ macrofagos del
LBA en los grupos control, hasta 0.071 + 0.006, 1.121
=+ 0.049 y 0.276 + 0.033 unidades/10 ¢ macrofagos
del LBA a los 3, 5 y 7 meses respectivamente (p <
0.001 en todas las comparaciones).

Conclusion: Los hallazgos sugieren la participacion
del estrés oxidativo en la EPOC inducida por la ex-
posicion al humo de lefia en cobayos.

INTRODUCCION

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) se caracteriza por la limitacion irreversi-
ble del flujo aéreo debido a inflamacion de las
vias aéreas, acompafiada de un deterioro progre-
sivo en el estado general de la salud de los pa-
cientes. Dicha limitacion del flujo aéreo es pro-
gresiva e irreversible, asociandose a una
respuesta inflamatoria anormal seguida de la des-
truccion del parénquima pulmonar, vias aéreas
pequefias y arterias pulmonares.*? La EPOC se
asocia a la inhalacién de diversas particulas noci-
vas contenidas en gases, vapores, polvos y humo
del tabaco, entre otros, siendo el humo del taba-
co su principal agente etioldgico.®La EPOC se
constituye por diferentes entidades patogénicas
incluyendo el enfisema, la bronquitis crénica y
alteraciones de las vias aéreas pequefias (bron-
quiolitis), asi como un compromiso vascular que
origina hipertension arterial pulmonar.*2

En el proceso inflamatorio de la EPOC participan
diferentes células, mediadores inflamatorios,
guimioatrayentes, factores de crecimiento, mo-
léculas de la matriz extracelular (MEC) y enzimas
que acttan remodelando y, en su caso, degra-
dando los diferentes componentes de la MEC;
de igual forma, dentro del balance remodelati-
vo de la MEC se involucran diversos inhibidores
de las metaloproteinasas (MMPs) y otras protei-
nasas, tales como los inhibidores tisulares de las
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=+ 0.109 nmol/mL at 3, 5 and 7 months of expo-
sure, respectively (p < 0.001 at all comparisons).
SOD activity was also increased, changing from
~0.016 + 0.002 units/10° BAL macrophages in
control groups to 0.071 #+ 0.006, 1.121 #+ 0.049,
and 0.276 =+ 0.033 units/10° BAL macrophages at
3, 5 and 7 months, respectively (p < 0.001 at all
comparisons).

Conclusion: Our findings suggest that oxidative
stress plays a role in wood smoke-induced COPD in
guinea pigs.

metaloproteinasas (TIMPS) y la ¢1-antitripsina
(@1-AT).45

Los macrofagos y neutréfilos son las princi-
pales células que participan durante la etapa in-
flamatoria, remodelativa y degradativa de la
MEC que ocurre en la patogenia de la EPOC,
secretando MMPs, proteinasas e inhibidores de
proteinasas.>*®

Otro componente crucial en la patogenia de
la EPOC es el estrés oxidativo, el cual surge del
incremento en las concentraciones de moléculas
oxidantes, tales como los radicales libres del oxi-
geno, en relacion con los niveles de las moléculas
gue se encargan de eliminarlos, mejor conoci-
dos como antioxidantes; este fendmeno se exa-
cerba, ademas, por la misma presencia de los
macrofagos y neutrofilos que poseen la capacidad
de producir radicales libres y sustancias oxidati-
vas.”® Los radicales libres modifican las propieda-
des fisico-quimicas y funcionales de diversas bio-
moléculas que se alteran durante la patogenia de
la EPOC, pero no solamente a nivel del aparato
respiratorio, sino que ocurren consecuencias en
otros rganos, por lo que se ha propuesto que la
EPOC se comporta como una enfermedad de
naturaleza sistémica.®°® Cabe mencionar que
entre las moléculas oxidantes mas dafiinas se en-
cuentran los radicales libres derivados del oxigeno,
que incluyen al superdxido (TO,), el perdxido de
hidrégeno (H,0,) y el hidroxilo (OH"); mientras
gue el sistema para eliminarlos comprende enzi-
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mas como la superoxido dismutasa, catalasa y
diversas peroxidasas. La caracterizacion de la pre-
sencia del estrés oxidativo consiste en valorar las
concentraciones de las especies reactivas del oxi-
geno, asi como su efecto en determinadas bio-
moléculas como lipidos, proteinas y DNA; mien-
tras que el efecto antioxidativo se relaciona con
la expresion y actividad de enzimas antioxidantes
y moléculas de los sistemas antioxidantes como
el glutation reducido.**

La valoracion del malondialdehido (MDA) es
utilizada como un marcador bioquimico de la pe-
roxidacion lipidica, mientras que la nitratacion de
residuos de tirosina es utilizado para indicar la
oxidacion de proteinas en diferentes sistemas
moleculares, celulares y tisulares.*? Por otra par-
te, la expresion y actividad de enzimas antioxidan-
tes, tales como la superoxido dismutasa, catala-
sa y peroxidasas constituye parte del estatus
general antioxidativo.t13

En relacién con los agentes etiol6gicos de la
EPOC, es importante mencionar que reciente-
mente la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) determind a la exposicion a humos deri-
vados de la combustién de biomasa sélida, prin-
cipalmente lefia, como la segunda causa de
EPOC, en especial en paises en vias de desarro-
llo como México.*®!* El humo de lefia se utiliza
domésticamente como combustible primario
para la preparacion de alimentos y como calefactor,
con lo que se incrementa la tasa de morbilidad y
mortalidad en la EPOC y otras enfermedades cro-
nico-degenerativas.'*1% Las estadisticas de la OMS
muestran que aproximadamente 3 mil millones
de personas (—45% de la poblacién mundial) uti-
lizan lefia y otras formas de biomasa sélida, lo
que desafortunadamente va en vertiginoso au-
mento paralelo al incremento en la pobreza a ni-
vel mundial. En México, la lefia (preferente a
otras formas de biomasa sélida) es utilizada como
el combustible doméstico primario en 69% de los
hogares en el medio rural, lo cual es alarmante;#1¢
adicionalmente, cabe mencionar que los efectos
del humo de lefia van mas alla de la induccién de
la EPOC. En nuestro pais, en un estudio recién
publicado se analizé a mujeres expuestas al
humo de lefia que presentaban cancer de pul-
mon, no obstante de que ninguna de ellas fumo
tabaco. Estas pacientes vivian en areas rurales o

zonas urbanas marginadas bajo pobreza extrema 'y
su exposicién al humo de lefia fue de manera
sostenida por periodos mayores de 10 afios. Este
estudio demostré una conexion entre la exposi-
cién al humo de lefia y el desarrollo de cancer
pulmonar no relacionado a tabaco, ademas, de
gue la EPOC es una enfermedad sistémica.'’

En relacién con los mecanismos moleculares
implicados en el inicio y progresién de la EPOC,
asociada a la exposicion del humo de lefia, cabe
destacar que éstos se conocen parcialmente a
consecuencia de que en los pacientes, el diag-
noéstico se realiza en etapas avanzadas de la en-
fermedad.'®2° En este sentido, no se conocen con
precisién los eventos patogénicos iniciales ni los
gue se suceden durante su progresion. Una de
las herramientas que ha sido de gran utilidad para
obtener mas informacién son los modelos anima-
les, tales como los producidos por exposicion al
humo del tabaco, que han aportado diferentes
datos y evidencias significativos para el esclareci-
miento de aspectos diagnésticos, prondsticos,
terapéuticos y preventivos cuando éstos han sido
extrapolados al humano.2-22

Hasta ahora, los modelos animales que se han
desarrollado para simular la EPOC asociada a ex-
posicion al humo de lefia son de naturaleza aguda
y subaguda.?*?? Recientemente en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias Is-
mael Cosio Villegas (INER) se desarroll6 un
modelo crénico de EPOC en cobayos, inducido
con la exposicién al humo producido por la com-
bustion de 60 g de lefia (madera de pino) por dia
durante 7 meses.?® En este modelo se encontraron
alteraciones histolégicas en las vias aéreas, pa-
rénquima pulmonar y sistema vascular pulmonar,
consistentes en la presencia de enfisema, hiper-
tensién arterial pulmonar e hiperplasia del musculo
liso, en paralelo al andlisis de la expresion géni-
cay actividad enzimatica que mostro incremen-
to en las metaloproteinasas MMP-1, MMP-2, y
MMP-9 concomitante a la presencia de muerte
celular por apoptosis. Todo lo anterior ocurrio
después de 3 a 7 meses de exposicion al humo de
lefia; y con ello, se lograron simular las caracte-
risticas morfoldgicas y bioquimicas que ocurren
en la EPOC observada en el humano, asi como
en modelos experimentales inducidos con
humo de tabaco y otros agentes.?*?
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En el modelo de EPOC citado previamente?
no se describieron los aspectos concernientes al
estrés oxidativo, que es otro componente patogé-
nico descrito en la EPOC. En consecuencia, el ob-
jetivo del presente trabajo consistié en analizar la
participacion del estrés oxidativo, valorando la con-
centracion plasmatica de MDAy la actividad de la
enzima antioxidante superoxido dismutasa en ma-
crofagos del lavado bronquioalveolar (LBA).

MATERIAL Y METODOS

Tres grupos de 6 cobayos hembra de 2 meses
de edad (peso de 350-400 g) colocados dentro de
una camara de exposicion de acrilico (60 x 40 x
30 cm; largo, ancho, alto) fueron expuestos al
humo circulante producido por la combustion de
60 g de lefia (madera de pino) durante 3 horas/
dia, 5 dias/semana, durante 7 meses. La concen-
tracién de monéxido de carbono (CO) dentro de
la camara de exposicion fue controlada mediante
un detector de CO (Responder MiniCO, Mine Safe-
ty Appliances Co. PA, USA), de manera que este
gas no excediera de 80 ppm durante la exposi-
cién. Los grupos control para cada tiempo de es-
tudio integrados por 6 cobayos cada uno, fueron
expuestos bajo las mismas condiciones y perio-
dos indicados al aire ambiente circulante.

Los cobayos fueron sacrificados alos 3,5y 7
meses de exposicion. Se realizaron dos LBA con
8 mL de NaCl 0.9% estéril a 37°C, se extraje-
ron los pulmones en bloque y fueron congelados
hasta su estudio.?®

Obtencion del plasma

Se colect6 sangre periférica de todos los anima-
les en tubos conteniendo EDTA como anticoagu-
lante, posteriormente se obtuvo el plasma me-
diante centrifugacién a 5,000 g, a 4°C por 10
min, extrayendo el sobrenadante plasmatico y al-
macenéndolo a -20 °C hasta su utilizacion.

Determinacién de MDA

La concentracion del MDA se valoré en el plasma
mediante la reaccion del 1-metil-2-fenilindol
(1M2P) como describe Gérard-Monnier et al.?*
Brevemente, alicuotas de 10 uL de plasma fueron
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mezcladas con 0.65 mL de una solucién de 1M2P
(15.4 mM disuelto en acetonitrilo/metanol 3:1).
Estas muestras se mezclaron con 0.35 mL de
amortiguador de fosfato de potasio 50 MM pH
7.4; las muestras se incubaron a 45°C por 40 min
y fueron centrifugadas a 3,000 g durante 5 min.
Se determind la absorbancia del color desarro-
Illado a 586 nm con un espectrofotémetro
(DU640; Beckman Coulter, Fullerton, CA). La con-
centracion de MDA se expresé como nmol/mL
utilizando una curva estdndar de MDA desarrolla-
da de manera simultanea a las muestras problema.

Ensayo de SOD extracelular

La actividad de la enzima antioxidante superoxi-
do dismutasa (SOD) extracelular (EC 1.15.1.1) se
valoré mediante un paquete comercial de acuer-
do con las especificaciones del fabricante (SOD
assay kit #706002; Cayman Chemicals, Ann
Arbor, MI, USA). Brevemente descrito, en este
andlisis se utilizaron alicuotas de 10 uL de extrac-
tos de 1x10° macréfagos, las cuales se trataron
con 190 uL de una solucién de tetrazolio. La re-
accion se inicio con la adicién de 20 uL de una so-
lucién de xantina oxidasa, seguida de la incuba-
cién durante 20 min a temperatura ambiental. Se
registré el cambio en absorbancia mediante lec-
tura a 450 nm utilizando una microplaca para lec-
tura. La actividad de la SOD se expresd como
unidades/10° macréfagos del LBA, calculandola
mediante una curva estandar elaborada junto con
las muestras problema. La actividad de la SOD se
define como la cantidad de enzima necesaria para
el 50% de dismutacion del radical superéxido.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media == desviacion
estandar en por lo menos tres determinaciones
independientes. Las comparaciones estadisticas se
desarrollaron con la prueba t de Student, con el
programa inerSTAT-a v2.0. Las comparaciones con
una p < 0.05 se consideraron significativas.

RESULTADOS

La determinacién de las concentraciones plas-
maticas del MDA se muestran en la Figura 1, la
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concentracion de este marcador de la peroxida-
cién lipidica se incrementé significativamente a
los 3, 5y 7 meses de la exposicion al humo de
lefia; en los grupos control de los diferentes
tiempos de estudio se encontraron valores pro-
medio semejantes de aproximadamente 0.459 =+
0.051 nmol/mL, los cuales se incrementaron hasta
2.626 = 0.310, 1.707 = 0.202, 1.354 + 0.109
nmol/mL a los 3, 5y 7 meses, respectivamente,
en los animales que fueron sometidos a la expo-
sicion del humo de lefia (p < 0.001; prueba t de
Student).

La actividad de la SOD en macréfagos del LBA
se modificé de manera similar al MDA, aumen-
tando significativamente desde los 3 hasta los 7
meses de exposicién, mostrando valores se-
mejantes en los controles de alrededor de 0.016
=+ 0.002 unidades/10°® macréfagos del LBA, y au-
mentando hasta 0.071 + 0.006, 1.121 + 0.049,
y 0.276 = 0.033 unidades/10® macrdfagos del
LBA en los cobayos expuestos al humo de lefia
por 3, 5y 7 meses, respectivamente (p < 0.001;
prueba t de Student).

DISCUSION

La principal causa de la EPOC es la inhalacién
de humo de tabaco, que ha sido bien caracte-
rizada. La segunda causa reconocida es la expo-
sicion al producto de combustion de diversas
formas de biomasa sélida, especialmente la
exposicién doméstica al humo de lefia, por su
asequibilidad ecoldgica. La importancia de esta
segunda causa de EPOC radica en el hecho de
que las estadisticas muestran que aproximada-
mente el 45% de la poblacion mundial utiliza
lefia y otras formas sélidas de biomasa.>* Por
otra parte, se ha determinado que en el 69% de
los hogares mexicanos de areas rurales y zonas
urbanas marginadas se utiliza lefia como ener-
gético primario, en asociacion con la pobreza
extrema, la que desafortunadamente va en ver-
tiginoso aumento global.*16 Los mecanismos in-
volucrados en el inicio y progreso de la EPOC
asociada a la exposicion al humo de lefia se co-
nocen s6lo de forma parcial, debido a que los
pacientes (en su mayoria mujeres) acuden a con-
sulta en etapas avanzadas de la enfermedad. En
este sentido, los modelos animales representan

una alternativa muy util en la investigacion de
los mecanismos iniciales y progresivos en la pa-
togenia de esta forma de EPOC.

Los hallazgos del presente estudio, desarro-
Ilado mediante la exposicion de cobayos al
humo de lefa, consisten en el incremento de
los niveles plasmaticos de MDA (Figura 1), asi
como el aumento en la actividad de la enzima
antioxidante SOD en los macréfagos del LBA
(Figura 2), ocurriendo ambos incrementos des-
pués de tres a siete meses de exposicion al
humo de lefia. Estos incrementos son semejantes
a los causados por el humo de cigarro cuando
produce EPOC, tanto en humanos® como en
diversos modelos animales,?! en los que se ha
visto que uno de los componentes patogénicos
de la EPOC es el estrés oxidativo.'* Por otra
parte, el hecho de haber encontrado en este
modelo de exposicion al humo de lefia incre-
mentos significativos en la concentracién del
MDA plasmatico, asi como en la actividad de
la SOD en macro6fagos del LBA, nos muestra
gue en esta forma de EPOC se presentan, tanto
mecanismos fisiopatogénicos oxidativos sisté-
micos como mecanismos antioxidativos pro-
tectores que estan operando a nivel pulmonar.
Recientemente se ha empezado a considerar
a la EPOC como una enfermedad que produ-
ce consecuencias sistémicas, semejantes a
las que ocurren en el sindrome metabdlico
por obesidad, consistentes en hipertension ar-
terial, intolerancia a la insulina, hiperglucemia 'y
dislipidemia.?-?7

La presencia del estrés oxidativo ha sido des-
crita en unas cuantas publicaciones realizadas en
pacientes con EPOC asociada a exposicién do-
méstica a humo de lefia, que han mostrado evi-
dencia de incrementos en los niveles plasmati-
cos de MDA, asi como de dafio al DNA en grupos
muy reducidos de pacientes.?®-3° Recién se repor-
t6 la presencia de estrés oxidativo en humanos
sanos expuestos de manera aguda al humo de
lefia dentro de camaras de exposicién por perio-
dos de 4 y de 20 horas, mostrando incremento
en los niveles del MDA plasmatico,*2 aunque
estos estudios simulan mas bien la situacion
de exposicién aguda que ocurre en los incendios
forestales, y de ningin modo la exposicion do-
meéstica sostenida por varias décadas al humo de
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Figura 1. Concentracion plasmatica de MDA en co-
bayos expuestos diariamente al humo producido por
60 g de lefia (madera de pino) por 5 dias a la sema-
na durante 3, 5 6 7 meses. El contenido de MDA se
incremento a los 3, 5y 7 meses medido como nmol/
mL de plasma en cobayos. Los valores se expresan
como media + desviacion estandar, n = 6 por
grupo; p < 0.001 con la prueba t de Student.

lefla como la conocemos en los pacientes con
EPOC que han sido estudiados en el INER;**1¢ de
cualquier modo, son una evidencia directa cau-
sa-efecto donde la exposicion al humo de lefia
induce estrés oxidativo.

El incremento en la concentracion de MDA
plasmatico ha sido asociado a la severidad, pro-
gresion clinica y deterioro del estado de salud
en los pacientes que cursan con EPOC secun-
dario al tabaquismo, tanto en las fases estables
como en las de exacerbacion.”*-® Este hecho
le confiere relevancia a la presencia del estrés
oxidativo que estamos mostrando en nuestro
modelo de exposicion al humo de lefia en
cobayos, dado que el MDA se mantuvo au-
mentado desde los 3 hasta 7 meses en que se
terminé el modelo, a pesar de que va disminu-
yendo con el tiempo; lo cual pudiera deberse
a la presencia de los mecanismos antioxidan-
tes, o bien al incremento de otras moléculas
oxidantes y antioxidantes que no fueron anali-
zadas en este estudio. Por otra parte, el hecho
de que se mantenga elevado el MDA se rela-
ciona con otras caracteristicas patogénicas pro-
gresivas previamente descritas en este mode-
lo, consistentes en el incremento en la
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Figura 2. Actividad de la SOD en extractos de ma-
crofagos del LBA en cobayos expuestos al humo
producido por 60 g de lefia (madera de pino)/dia/
5 dias semana/3, 5, y 7 meses. La actividad se in-
crementé a los 3, 5y 7 meses expresada como uni-
dades/10° macréfagos. Los valores se expresan
como media % desviacion estandar, n = 6 por gru-
po; p < 0.001 con la prueba t de Student.

actividad de enzimas elastoliticas, colagenoliti-
cas y gelatinaliticas, el desarrollo de lesiones
enfisematosas, hipertension arterial pulmonar,
hiperplasia del musculo liso y apoptosis, lo que
fue observado desde los 3 hasta los 7 meses
de exposicion.?

Nuestros resultados concuerdan con otras evi-
dencias. Tal es el caso de los analisis de grupos
de pacientes con EPOC secundario a exposicion
a humo de cigarro y a humo de lefia, compara-
dos con sujetos sanos, en los que se observo la
presencia de estrés oxidativo con aumento del
MDA plasmatico, asi como incremento en la ac-
tividad de la SOD. Adicionalmente, se encontrd
una correlacién negativa entre los niveles de
MDA plasmatico o la actividad de la SOD vy el
volumen espiratorio forzado en el primer segun-
do (FEV,, % del predicho); es decir, tanto el
MDA como la actividad de la SOD se incremen-
tan inversamente al decremento del FEV! de
acuerdo con la fase de progresién de la EPOC
desde el estadio | hasta el 1V, segun la clasifica-
cién del grupo GOLD.1-23¢

En conclusion, nuestros hallazgos muestran la
presencia de estrés oxidativo en la EPOC induci-
da por la exposicion al humo de lefia en cobayos.
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