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2´7´-diclorofluoresceína   DCFH 

 

4,5-diaminofluoresceína diacetato   DAF-2/DA 
 

8-hidroxi-2’-desoxiguanosina   8-oxo-dG 

Ácido desoxirribonucleico   ADN 

Ácido ribonucleico   ARN 

Ácido ribonucleico mensajero   ARNm 
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Apoptosis signal-regulating kinase 1   ASK 

ATP-binding cassette sub-family B1   ABCB1 
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Células mononucleares de sangre periférica    CMSP 

Colitis ulcerosa    CU 
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Cromatografía líquida de alta resolución    HPLC 

Enfermedad de Crohn    EC 

Enfermedad inflamatoria intestinal    EII 

Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas   ELISA 

Enzimas antioxidantes    EAO 

Especies reactivas de oxígeno    ERO 

Especies reactivas de nitrógeno    ERN 

Factor de Necrosis Tumoral alfa    TNF-α 

Factor de Transcripción Nuclear Kappa B    NF-κB 

Fas-receptor    FASR 

Fas-ligando    FASLG 

Ficoeritrina-Texas rojo    ECD 

Ficoeritrina unida a cianina-5 fluorescente    PE/CY5 

Genome-wide association studies   GWAS 

Glutatión Peroxidasa    GPx 

Hidroetidio    HE 

Immunity-related guanosine triphosphatase M   IRGM 

Interleucinas/Interleuquinas    IL 
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Interleucina-23 receptor   IL-23R 

Interferón gamma    IFN-γ 

Isotiocianato de fluoresceína    FITC 

Leucine-rich repeat kinase 2    LRRK2 

Malondialdehido   MDA 
 

Microlitro    µl 

Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis   MAP 

Mililitro    ml 

Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis    MAP 

Nicotinamida Adenina Dinucleótido Fosfato    NADPH 

N-(2-hidroexietil) pipoeracina-N'-(2-ácido etanosulfónico)    HEPES 

Nitric oxide synthase 2A    NOS2A 

Nuclear factor κ-light-chain-enhancer of activated B cells   NFKB1 

Óxido Nítrico   NO 

Peptidylprolyl isomerase D   PPID 

Peróxido de Hidrógeno   H2O2 

Peroxinitrito   ONOO-
 

 

Polimorfismo de un solo nucleótido   SNP 

Potencial de membrana mitocondrial    Δψm 

Plumbagina    Pb 

Protein kinasa C gamma    PKCγ 

Protein kinasa C zeta    PKCζ 

Proteína C reactiva   PCR 

Radicales libres de oxígeno    RLO 

Radical Hidroxilo   HO●
 

 

Revoluciones por minuto   rpm 
 

Serine/threonine-protein kinase H1   PSKH1 
 

Signal Transducer and Activator of Transcription 1   STAT1 
 

Superóxido   O2 
 

Superóxido Dismutasa Cobre/Zinc   SOD-Cu/Zn 

Superóxido Dismutasa Manganeso   SOD-Mn 

Superóxido Dismutasa Extracelular   SOD-EC 

Telomerasa reversa transcriptasa   TERT 
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T-butir-hidroperóxido   TBH 

Tetrametilrodamina metil éster   TMRM 

Toll-like receptors   TLR 

Xantina Deshidrogenasa   XDH 

Xantina Oxidasa   XO 
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El término de enfermedad inflamatoria intestinal (EII) se utiliza para 

denominar a un grupo de enfermedades crónicas del tracto digestivo que tienen 

en común cursar como un proceso inflamatorio crónico. La inflamación se 

desarrolla en forma de brotes con períodos de actividad (durante los cuales el 

grado de inflamación aumenta y se agudiza) y de remisión, siendo imprevisible 

el número, la periodicidad y la gravedad de éstos. Además, asocian 

manifestaciones extradigestivas muy diversas y frecuentes complicaciones 

(abscesos, fístulas, estenosis…). Actualmente, se engloban dos entidades 

dentro de este grupo: la colitis ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn 
(EC). Algunos autores incluyen una tercera entidad denominada colitis 
indeterminada, debido a que, en algunos casos es muy difícil hacer el 

diagnóstico diferencial entre las anteriores. 
 

Aunque la EC y la CU presentan manifestaciones clínicas similares, existen 

claras diferencias en cuanto a la distribución de las lesiones, forma de 

presentación, tratamiento e incluso en la prevalencia, de forma que se han 

podido definir una serie de características que permiten considerarlas como 

entidades independientes. Así, la CU afecta sólo a la mucosa del colon, la 

lesión se inicia en el recto (sólo excepcionalmente queda exento) y puede 

alcanzar una extensión variable de forma proximal y continua hasta el ciego. 

Por el contrario, la EC es una inflamación crónica transmural que puede afectar 

a cualquier parte del tracto digestivo, con determinados patrones clínicos que 

cursan con una distribución segmentaria a lo largo del intestino. Su carácter 

transmural y cicatricial explica el desarrollo frecuente de fístulas y estenosis. 
 

En la actualidad tenemos un conocimiento limitado acerca de la etiopatogenia 

de la EII. Existen varias teorías que tratan de explicarlo, pero ninguna de ellas 

ha llegado a ser demostrada plenamente. Además se considera probable la 

implicación de factores desencadenantes ambientales de naturaleza aún no 

determinada (tabaco, infecciones, componentes de la dieta, etc.). La hipótesis 

más aceptada es que en la mucosa intestinal de pacientes genéticamente 

predispuestos,  se  inicia  y  se  perpetúa  una  compleja  respuesta  inmunitaria 

frente a antígenos luminales, exagerada e incontrolada, que involucra tanto a la 

inmunidad innata   como   a   la   adquirida.   Esta   respuesta   se   mantiene 
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fundamentalmente por linfocitos T y se refleja más allá de la mucosa intestinal, 

lo cual explica la naturaleza sistémica de la enfermedad. 
 

Según los diferentes estudios existen 3 pilares fundamentales que actúan en la 

etiología de la EII: (i) la genética, (ii) el factor ambiente/barrera local y (iii) el 

factor inmune. Sin embargo, la fisiopatología primaria de la enfermedad sigue 

bajo estudio y el papel de cada elemento de la cascada inflamatoria en la 

génesis o la perpetuación de la inflamación intestinal está por dilucidar. 
 

La evidencia de la influencia genética en la patogenia de la EII deriva de 

estudios en gemelos. El primer gen de susceptibilidad relacionado con la EC 

fue NOD2/CARD15 que está situado en el cromosoma 16. Esta mutación se 

observa hasta en un 15-20% de pacientes con EC pero también en un pequeño 

porcentaje de la población general, lo cual nos indica que la mutación no es 

suficiente para el desarrollo de la EC, por tanto mutaciones de este gen 

confieren una mayor susceptibilidad a padecer la enfermedad. Las proteínas 

NOD2/CARD15,  que  se  expresan  en  monocitos,  macrófagos,  células  de 

Paneth y células epiteliales, intervienen en el reconocimiento de 

lipopolisacáridos bacterianos (quizás mediante la regulación del factor de 

transcripción nuclear NFkB), en la activación de la respuesta inmunitaria innata 

y en el control de la apoptosis celular. Así pues, cambios en la estructura de la 

proteína NOD2/CARD15 podrían conllevar una activación anómala del sistema 

inmune que dirige una respuesta inflamatoria alterada mantenida a nivel del 

tubo digestivo la cual sería la responsable final de las lesiones que provocan la 

sintomatología. 
 

Recientemente, la microflora intestinal se ha identificado como un importante 

factor ambiental que influye en el desarrollo de la EC. Dos hipótesis intentan 

explicarlo. La primera se basa en que la EII está causada por una anormal 

respuesta inmunológica frente a la microflora intestinal normal producida por 

alteraciones en el sistema inmune innato de la mucosa. La segunda hipótesis 

se centra en cambios anómalos en la composición de la microflora intestinal. 

Por ambas vías se produce una respuesta inmune excesiva que desemboca en 

una inflamación de la mucosa intestinal. 
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Diferentes  líneas  de  investigación  indican  que  alteraciones  de  la  barrera 

epitelial pueden perpetuar la inflamación crónica intestinal. En este sentido, en 

la EC se han documentado alteraciones de las tight junctions o uniones 

intercelulares que condicionan un aumento de la permeabilidad intestinal lo 

cual facilita el contacto con antígenos luminales y bacterias. Este hecho 

predispone a una excesiva respuesta frente a antígenos, con una continua 

estimulación inmunológica y finalmente a la inflamación crónica de la mucosa. 

Además se ha observado este aumento de la permeabilidad intestinal en los 

familiares de primer grado de pacientes con EC y previo a la aparición de un 

brote, lo que sugiere que se trate de un fenómeno inicial en el proceso 

patogénico. 
 

En la lámina propria de la mucosa intestinal de los pacientes con EII existe una 

respuesta inmune alterada. Clásicamente los estudios se han centrado en la 

población linfocitaria predominante, los linfocitos T CD4+ con un fenotipo Th1 

en la EC cuyas citoquinas implicadas son fundamentalmente la Interleuquina 

(IL)-2, IL-12, Interferón-γ (INF-γ) y el factor de necrosis tumoral-α (TNF-α), 

considerada  una  citoquina  fundamental.  Existe  consenso  de  que  estos 

linfocitos  de  la  lámina  propria  de  los  pacientes  con  EC  presentan  una 

resistencia a la apoptosis perpetuando así la respuesta inflamatoria a nivel 

intestinal. 

 
Respecto al TNF-α diversos estudios indican que su concentración está 

aumentada en el suero y en las heces de los enfermos con EC y que, además, 

la mucosa intestinal de estos pacientes contiene muchas células que liberan o 

expresan TNF-α. Asimismo es indiscutible que el uso y disponibilidad de un 

agente anti-TNF (infliximab) ha ofrecido un importante avance en el tratamiento 

de la EII, incluso no estando del todo aclarado el mecanismo de acción del 

fármaco.  Se  ha  demostrado  que  el  tratamiento  con  infliximab  en  estos 

pacientes induce un incremento de la apoptosis de linfocitos T de la lámina 

propria lo cual, se refleja también en sangre periférica, donde las células 

inmunitarias aumentan su índice apoptótico. 
 

Existen  ya  múltiples  estudios   al   respecto   que   evidencian   una   posible 

implicación del estrés oxidativo en la patogenia de la EII. Todos estos estudios 
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apuntan a que parece existir un daño por estrés oxidativo y una disminución de 

las defensas antioxidantes en la mucosa intestinal y en sangre periférica de los 

pacientes con EII. Sin embargo, no está bien caracterizado el origen de las 

especies reactivas de oxígeno (ERO), los radicales responsable del daño 

oxidativo, el estado concreto del conjunto de las defensas antioxidantes y 

tampoco se ha analizado si el estrés oxidativo aparecía o se exacerbaba con el 

brote clínico de la enfermedad o por el contrario estaba presente de forma 

continua en los pacientes con EII. 
 

El presente trabajo se basa en la caracterización de la inmunidad adquirida, de 

la función mitocondrial y del origen y elementos generadores y reguladores del 

estrés oxidativo en las células mononucleares de sangre periférica, así como su 

implicación en la regulación de la capacidad apoptótica de los linfocitos T CD4+ 

implicados clásicamente en la etiopatogenia de la EC. 
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2.1) ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL 
 
 

2.1.1 Conceptos generales. 
 
 

La denominación de enfermedad inflamatoria crónica intestinal (EII) engloba un 

conjunto de trastornos inflamatorios del intestino, unos de etiología conocida 

(infecciosa, química, física o por sensibilidad inmunológica específica) y otros 

en los que no se ha logrado evidenciar un factor causal. En este último grupo, 

denominado de etiología no filiada, inespecífico o idiopático se incluyen una 

serie de entidades clínicas siendo las principales la colitis ulcerosa (CU) y la 

enfermedad de Crohn (EC). 
 

La  EII  es  una  enfermedad  muy  prevalente,  cuya  incidencia  anual  va  en 

aumento en las últimas décadas. Si bien la etiología de la EC, al igual que la de 

la CU, permanece desconocida. Hoy se considera que ambas se producen en 

personas genéticamente predispuestas que, al exponerse a determinados 

agentes o antígenos ambientales, o ante cambios en la propia flora intestinal 

comensal, desarrollan una respuesta inmune anómala, exagerada y prolongada 

en el tiempo, que es la responsable última de la inflamación del tubo digestivo 

(Podolsky, 2002). 
 

Ambas enfermedades se caracterizan por la cronicidad y por la heterogeneidad 

en su forma de presentación, curso clínico, pronóstico y desarrollo de 

complicaciones. Durante su evolución, se alternan períodos de actividad 

(recidiva o brotes), de variable intensidad o gravedad, con períodos de 

quiescencia o inactividad (remisión). La fundamental diferencia entre la CU y la 

EC  es  que  en  la  primera  se  afecta  sólo  el  colon  y  la  capa  mucosa.  Sin 

embargo,  la  EC  es  un  trastorno  inflamatorio  crónico  que  puede  afectar 

cualquier segmento del tracto gastrointestinal, desde la boca hasta el ano, de 

forma focal, segmentaria, asimétrica y discontinua. El proceso inflamatorio es 

transmural y puede afectar todas las capas del intestino, con la consiguiente 

aparición de fisuras, fístulas o abscesos. 
 

La primera referencia de la EC se sitúa en el siglo XVII por el investigador 
 

Giovanni Battista Morgagni, aunque el nombre le fue otorgado en 1932 por 
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Burrill Bernard Crohn, un gastroenterólogo de Nueva York responsable de 

describir la enfermedad (Crohn et al., 1984). 
 

En los últimos años se ha experimentado un cambio en determinados aspectos 

epidemiológicos de la EII, con un aumento de la incidencia en todos los países 

desarrollados,  especialmente  notable  para  la  EC.  Este  aumento  en  la 

incidencia a lo largo de los años se ha atribuido a diversos factores, aunque 

obviamente, en gran parte ha sido debido a la mejora de las técnicas 

diagnósticas y metodología de los estudios. Sin embargo, parece que existe un 

aumento real de la incidencia relacionado con la mejora socio-cultural de las 

poblaciones, los cambios en el nivel de vida y en los hábitos dietéticos, la 

industrialización, la mejora del tratamiento de las aguas y la higiene, en lo que 

se ha denominado “teoría de la higiene” (Moum et al., 2002). 
 

La incidencia actual de EC se estima de entre 10-15 casos por 100000 

habitantes y año (Binder, 2004; Molodecky et al., 2012). Los datos de Europa 

indican que existe un gradiente norte-sur, tanto de incidencia como de 

prevalencia, con unas mayores tasas de EII en el norte de Europa y más bajas 

en el sur, sugiriendo que la enfermedad se distribuye de forma paralela al nivel 

socio-económico de los países. 
 

Afecta principalmente a individuos de raza blanca, sobre todo la etnia judía y 

los originarios de Europa central y del este, con una menor prevalencia entre 

afroamericanos e hispanos y mínima en asiáticos (Mayberry et al., 1984). Los 

distintos estudios realizados en España determinan una incidencia para la EC 

de entre 2 y 7.5 casos por 100.000 habitantes y año (Pajares et al., 2001; Saro 

Gismera et al., 2003). Existe un descenso progresivo de la incidencia con la 

edad,  con  un  pico  máximo  entre  los  15-34  años  y  un  segundo  pico  más 

pequeño entre los 45-64 años, sin grandes diferencias entre ambos sexos 

(Brullet et al., 1998). 
 

2.1.2 Factores etiopatogénicos 
 
 

Aunque la EII es muy prevalente e incidente, su etiología y patogenia siguen 

siendo desconocidas. La hipótesis más aceptada es que la enfermedad 

acontece  en  sujetos  genéticamente  predispuestos  como  resultado  de  la 
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interacción entre estímulos antigénicos externos y el propio sistema inmune. 

Puesto que la enfermedad se acompaña de una considerable infiltración de 

células inflamatorias en la mucosa intestinal, principalmente macrófagos, 

neutrófilos  y  linfocitos,  se  ha  sugerido  que  el  proceso  inflamatorio  es  el 

resultado de una activación inadecuada y perpetuada del sistema inmune de la 

mucosa intestinal desencadenada por un factor intraluminal, posiblemente un 

componente de la propia flora intestinal (Naser et al., 2012; Packey et al., 2008; 

Podolsky, 2002; Xavier et al., 2007). Sin embargo, el mecanismo concreto que 

conduce al daño de la mucosa sigue sin conocerse completamente. 
 

2.1.2.1 Factores genéticos 
 
 

Aunque la mayoría de los casos de EC son esporádicos, la existencia de una 

notable agregación familiar ya sugiere claramente la existencia de una 

predisposición genética. Hasta hace poco tiempo, estos condicionantes 

genéticos de la EII en general, demostrados con más fuerza en la EC que en la 

CU, derivaban de datos indirectos provenientes de estudios de epidemiología 

genética (estudios llevados a cabo en gemelos homo y dicigóticos y estudios 

de vinculación   genética).   Actualmente,   existen   numerosas   líneas   de 

investigación e identificación de los determinantes genéticos que puedan estar 

involucrados en el inicio y desarrollo de la EII. 
 

Estudios de población han demostrado que el factor genético contribuye en la 

patogenia de la EII. Estos estudios han comprobado que la genética aumenta 

el riesgo de padecer EC o CU de 8 a 10 veces (Orholm et al., 1991), que judíos 

Ashenazi tienen más riesgo (Lowe et al., 2009) y que existe una concordancia 

importante entre gemelos (Brant, 2011). En general, para la EC los gemelos 

monocigotos tienen una mayor concordancia de enfermedad (>30.3 %) que los 

gemelos dicigotos (3.6-7 %). Mientras que en la CU el grado de concordancia 

es menor, tanto en gemelos mono como dicigotos (10-15.4 % y >3%, 

respectivamente), lo que sugiere una menor influencia de los factores genéticos 

para el desarrollo de esta enfermedad (Brant, 2011; Thompson et al., 1996). El 

mayor grado de concordancia para los gemelos monocigotos tanto para la EC 

como para la CU, indica la fuerte contribución de los factores genéticos. Sin 
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embargo, es evidente que se requieren otros factores ambientales para que se 

manifieste la EII. 
 

Los estudios familiares también han mostrado una asociación familiar 

importante; del 5.5-22.5 % de los pacientes con EII tienen algún otro familiar 

también afectado por la enfermedad (Hanauer, 2006). El mayor riesgo ocurre 

en los familiares de primer grado de un paciente con EC, éstos tienen un riesgo 

3 a 20 veces mayor de padecer la enfermedad que la población general. Así, 

aproximadamente un 5-10 % de estos familiares van a desarrollar la 

enfermedad; el riesgo es mayor en los hijos (1.3-8.8 %) y hermanos (1.5-8.9 %) 

de los pacientes que en los padres (0.2-3.5 %) (Colombel et al., 1996; Heyman 

et al., 2005). Este riesgo se multiplica por 60 en las denominadas “familias de 

alto riesgo”, aquellas que presentan más de un familiar afecto y en las que 

hasta un 30% de los familiares de los pacientes pueden desarrollarla. La 

incidencia de EC también está aumentada, aunque menos, en familiares de 

segundo e incluso tercer grado (<1 %) (Heyman et al., 2005; Lashner et al., 

1986) 
 
 

Los estudios epidemiológicos en familias con múltiples miembros afectos de EII 

muestran una elevada concordancia con el tipo de enfermedad (EC o CU), con 

la localización (86%) e incluso con el patrón de comportamiento (82%) (Annese 

et al., 2001; Dorn et al., 2004; Peeters et al., 1996). Sin embargo, existen 

estudios que hacen referencia a la anticipación genética o aparición del primer 

brote de enfermedad en los hijos a una edad más temprana, lo cual podría ser 

debido al incremento en éstos de la sospecha diagnóstica (Picco et al., 2001). 
 

Diversos  estudios  de  correlación  genética  han  identificado  un  importante 

número de regiones (o locus) generadoras de susceptibilidad para la EII 

localizadas en los cromosomas 1, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 12, 14, 16, 19 y X. Sólo siete 

locus de susceptibilidad (denominados IBD1-IBD7) cumplen criterios de 

reproducibilidad en estudios independientes (Barmada et al., 2004; Cho et al., 

1998; Duerr et al., 2000; Hampe et al., 2001; Hugot et al., 2001; Satsangi et al., 
 

1996;  Vermeire  et  al.,  2004).  Ningún  locus  ha  sido  detectado  de  forma 

constante en todos los estudios, lo cual sugiere la existencia de una 

heterogeneidad genética. La presencia de estos genes mutados no garantiza 
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que se vaya a desarrollar una EII, sino que se hereda la predisposición a 

tenerla, con un mayor riesgo de padecer las formas más agresivas de EC 

(estenosantes o fistulizantes); de esta forma, tener un familiar afecto de EC 

sólo es un factor de riesgo más. 
 

Entre los factores genéticos relacionados con la EC se sabe que, al menos en 

un subgrupo de pacientes, existe una importante relación con el gen 

NOD2/CARD15 (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001a). Este gen de 

susceptibilidad para la EC, conocido inicialmente como NOD2, se denomina 

actualmente CARD15 (Caspase-Recruitment-Domain-15) y está localizado en 

la región pericentromérica del cromosoma 16 (16q12); se ha identificado como 

el  gen  IBD1.  Justifica  solamente  un  20%  de  la  predisposición  genética  a 

padecer EC y no se asocia con un incremento de susceptibilidad para la CU 

(Ogura et al., 2001a). 
 

La estructura básica de la proteína sintetizada por este gen se divide en tres 

regiones (Figura 2.1) (Hampe et al., 2001; Hugot et al., 2001): 
 
 
 
 

Figura 2.1. Esquema de la proteína sintetizada por NOD2/CARD15. 
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- CARD o dominio de activación y reclutamiento de caspasas: región amino 

terminal con dos dominios N-terminales, implicados en la activación de 

caspasas. Este dominio ha dado nombre al gen y a su proteína. 
 

- NBD o dominio de unión a nucleótidos: región central. 
 
 

- LRR: región C-terminal con diez secuencias repetidas ricas en leucina, 

implicadas en el reconocimiento de patógenos extracelulares, de forma similar 

a los dominios extracelulares de los receptores de membrana celular toll-like. 
 

El gen NOD2/CARD15 se expresa en las células presentadoras de antígenos, 

macrófagos  y  linfocitos,  así  como  en  las  células  epiteliales,  fibroblastos  y 

células de Paneth. Es un gen implicado en la respuesta inmune innata frente al 

lipopolisacárido de las bacterias. Codifica una proteína implicada en el 

reconocimiento del dipéptido derivado de la mureína del peptidoglicano de 

bacterias gram negativas y positivas. 
 

Existen estudios donde se ha observado que otras proteínas reguladoras de 

apoptosis, que son miembros de la familia de proteínas CARD, funcionan 

activando la vía de señalización del factor de transcripción nuclear kappa B 

(NF-κB), lo cual sugiere una posible relación entre el factor genético en la EC y 

la regulación de la apoptosis (Ogura et al., 2001b). Asimismo, el factor de 

necrosis tumoral α (TNF-α), citoquina fundamental en la enfermedad tiene un 

efecto directo sobre el gen CARD15 induciendo su expresión (Hisamatsu et al., 

2003). 
 
 

En el gen NOD2/CARD15 se han identificado aproximadamente 60 variantes 

genéticas, siendo sólo 3 de ellas las más frecuentemente asociadas con la 

susceptibilidad a padecer EC (Ahmad et al., 2002; Cuthbert et al., 2002; Hampe 

et al., 2001; Hugot et al., 2001; Lesage et al., 2002; Ogura et al., 2001a). Estas 

tres mutaciones consisten en polimorfismos de un solo nucleótido o SNPs 

(Single Nucleotide Polymorphism), es decir, una variación en la secuencia de 

ADN que afecta a una sola base, adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina 

(G), de una secuencia del genoma. 
 

-  Arg702Trp (también denominada R702W o SNP8 o rs2066844) 
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-  Gly908Arg (G908R o SNP12 o rs2066845) 
 
 

-  Leu1007fsinsC (L1007fs o SNP13 o rs41450053) 
 
 

Los tres polimorfismos se encuentran localizados en la región C terminal del 

dominio LRR y son responsables de más del 80% de los alelos mutados, 

siendo poco probable que la contribución de las restantes variantes sea 

significativa al estar presentes en un escaso número de individuos. 
 

Los estudios realizados, generalmente en poblaciones de raza blanca, indican 

que del 30 al 40% de los pacientes son heterocigotos para una de las tres 

mutaciones. Entre el 3-15 % son homocigotos o heterocigotos compuestos (dos 

mutaciones diferentes, una en cada cromosoma), en comparación con la 

población de controles sanos, en la que el 7-12 % son heterocigotos y el 0-1 % 

homocigotos. También se ha observado que la frecuencia de las mutaciones es 

diferente según la localización de la EC, siendo del 26.9% cuando es ileal pura, 

19.7% en caso de ileocolitis y 12.7% en colónica (Cuthbert et al., 2002). 
 
 

Se estima la existencia de un riesgo medio relativo de desarrollar EC en 

portadores de una mutación de 2-3 veces mayor y hasta 20-40 veces superior 

en el caso de dos mutaciones simultáneas (heterocigoto compuesto u 

homocigoto), lo que sugiere un efecto de dosis génica para las tres mutaciones 

(Hampe et al., 2001). En la población europea el riesgo de EC aumenta más de 

17 veces cuando el sujeto es homocigoto para la mutación NOD2 (Economou 

et al., 2004), sin embargo esto no ocurre en otras áreas geográficas como en 

Asia y en África subsahariana (Dassopoulos et al.; Inoue et al., 2002). La 

penetrancia es reducida, menos del 10% de los pacientes portadores de dos 

alelos de riesgo NOD2/CARD15 desarrollará la enfermedad, ello implica que 

otros genes y estímulos medioambientales están también implicados en el 

desarrollo de la misma. 
 

Los estudios iniciales observaron que las mutaciones en el gen NOD2/CARD 
 

15 se asociaban con diferentes factores de la EC como la edad temprana de 

aparición de la enfermedad, la localización ileal así como la tendencia a 

desarrollar patrones más agresivos de evolución (estenosantes-fistulizantes) 

(Tabla 2.1). 
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Tabla 2.1. Factores de la Senfermedad asociados a mutaciones en NOD2/CARD15. 
 
 

Factores asociados: 

Localización ileal (Buning et al., 2004; Economou et al., 
 

2004) 
Patrón estenosante y fistulizante (Abreu et al., 2002; Helio et al., 2003; 

 

Vermeire et al., 2005) 
Presentación temprana de la enfermedad (Ahmad  et  al.,  2002;  Buning  et  al., 

 

2004; Helio et al., 2003; Lesage et al., 
 

2002) 
Familiares   de   pacientes   portadores   de (Economou et al., 2004; Helio et al., 

 

mutaciones 2003) 
Cirugía previa, sobre todo resección (Ahmad  et  al.,  2002;  Buning  et  al., 

 

ileocecal 2004; Helio et al., 2003; Radlmayr et 

al., 2002) 
Mayor riesgo de reintervenciones (Alvarez-Lobos et al., 2005; Buning et 

 

al., 2004) 
 

Factores no asociados: 

Manifestaciones extraintestinales (Ahmad et al., 2002) 
Hábito tabáquico (Ahmad et al., 2002; McGovern et al., 

 

2005) 
Uso de 5-ASA, esteroides, metronidazol o (Helio et al., 2003) 

 

inmunosupresores 
 
 
 
 

El desencadenamiento de la respuesta immune frente a componentes 

bacterianos  está  mediado  por  receptores  de  reconocimiento  de 

lipopolisacáridos bacterianos tales como los Toll-like receptors (TLR) y el NOD. 

Se ha observado que el polimorfismo Asp299Gly de lipopolisacáridos del TLR4 

se asocia a un aumento de susceptibilidad a infecciones por Gram negativos. 

Este polimorfismo se ha asociado a un aumento del riesgo de EC y CU (12% y 

10% respecto al 5% en los controles). Si se asocian ambos polimorfismos, 

TLR4 y NOD2, el riesgo relativo es de 4.7 en comparación con un riesgo 

relativo de 2.6 y 2.5 para TLR4 y variantes NOD2 por separado (Franchimont et 

al., 2004). Estos hallazgos apoyan la idea de la influencia genética de los 

receptores de reconocimiento de bacterias en el inicio de la EC. 
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En la EC, tras la descripción de este primer gen de susceptibilidad, el 

NOD2/CARD15 (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001a) y los estudios 

poblacionales,  se  han  identificado  numerosos  genes  mediante  los 

denominados estudios genómicos de asociación (genome-wide association 

studies o GWAS), los cuales han supuesto un gran avance en el conocimiento 

de los factores genéticos de la EC. Estos estudios son muy completos, se han 

realizado con análisis bioinformáticos muy sofisticados y han permitido conocer 

un número cada vez mayor de genes asociados a la EII, así como profundizar 

en aspectos de su naturaleza poligénica y de su patogenia. Estos estudios se 

empezaron a realizar sólo en pacientes con EC y a partir de los resultados 

obtenidos se iniciaron estudios en CU. 
 

Un meta-análisis publicado recientemente con 6 estudios GWAS en la EC 

analiza los datos de más de 6300 casos y 15000 controles e identifica 30 

nuevos genes de susceptibilidad que incluyen SMAD3, ERAP2, Interleuquina 

(IL)-10, IL-2RA, TYK2, FUT2, DNMT3A, DENND1B, BACH2 y TAGAP entre 

otros  (Franke  et  al.,  2010).  Hasta  la  fecha,  se  han  encontrado  unas  100 

regiones (locus) o genes de susceptibilidad para la EII, 71 asociados con la EC 

y 47 con la CU (Lees et al., 2011). Aproximadamente una tercera parte de los 

locus de susceptibilidad descritos están asociados tanto a la CU como a la EC 

(IL23R, IL18RAP, IL12/p40, JAK2 y STAT3 entre otras); 21 son específicos de 

la CU (IL10, IL22, IL26, Interferón-γ (IFN-γ), etc.) y 23 de la EC (NOD2, GCKR, 

ATG16L1, etc.) (Thompson et al., 2011). 
 

Gracias a los estudios GWAS se han podido analizar miles de SNPs, con datos 

relevantes que permiten profundizar en mecanismos patogénicos y potenciales 

dianas terapéuticas. Entre estos nuevos descubrimientos destacan la 

importancia de los mecanismos de autofagia, el reconocimiento de receptores 

que interactúan en la respuesta inmune innata y la respuesta Th17/IL23 (Cho et 

al., 2011; Lees et al., 2011). 
 

La autofagia o autodigestión celular es un proceso de eliminación y 

regeneración celular fundamental que permite eliminar determinadas proteínas 

y orgánulos (Mizushima et al., 2008; Naser et al., 2012). Se ha relacionado con 

la proliferación y diferenciación celular, la respuesta inmune frente a patógenos 
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y como una herramienta que permite a la célula obtener energía permitiendo su 

supervivencia en condiciones adversas. La autofagia aumenta la supervivencia 

celular en estados de deprivación de nutrientes o de factores de crecimiento y 

de estrés del retículo endoplasmático, así como de infecciones (Cho et al., 

2011; Lees et al., 2011; Levine et al., 2007). Es importante en el mantenimiento 

de la homeostasis de las células T de la respuesta inmune innata, claves del 

establecimiento de la tolerancia de la barrera mucosa intestinal. Las 

interrelaciones  entre  la  autofagia,  que  funciona  primariamente  como 

mecanismo de supervivencia celular, y la apoptosis, que es una ruta que 

conduce inevitablemente a la muerte celular, son complejas. Los dos 

mecanismos son regulados por factores comunes, comparten componentes e 

interactúan entre sí. Muchas señales de activación de apoptosis inducen 

también autofagia y existen señales que inhiben ambos procesos. Hasta ahora 

los intrincados mecanismos moleculares entre ambos están por dilucidar. 
 

En lo referente a los genes que regulan la autofagia en la EC, recientemente, 

se ha asociado un gen que codifica para una proteína implicada en la autofagia 

ATG16L1 (autophagy-related 16-like 1) (Levine et al., 2007; Naser et al., 2012). 

Esta proteína se expresa en los linfocitos, macrófagos y en las células de 

Paneth del intestino delgado donde se produce la exocitosis o eliminación de 

los gránulos de secreción que contienen péptidos antimicrobianos (Cadwell et 

al., 2008). La sustitución Thr300Ala en ATG16L1 (rs2241880) ha sido asociada 

con la EC. No existen diferencias en los niveles de expresión de proteína 

ATG16L1 en la mucosa de pacientes con EC vs controles sanos, con lo que se 

asume que esta mutación confiere una alteración únicamente en la función de 

la proteína. Estudios experimentales demuestran que esta alteración se 

relaciona con una anormal respuesta de las células de Paneth frente a 

patógenos, una respuesta exagerada frente a agresiones y un aumento de la 

susceptibilidad de lesiones ileales (Cadwell et al., 2010). En este sentido se ha 

demostrado un vínculo funcional entre NOD2 y ATG16L1, ambas se consideran 

proteínas de inducción de autofagia y están codificadas por genes que 

aumentan el riesgo de EC (Cooney et al., 2010; Travassos et al., 2010). La 

activación de NOD2 por el muramil dipéptido de lipopolisacáridos bacterianos 

desencadena la formación de vacuolas autofágicas en las células dendríticas y 
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epiteliales, para lo que se requiere el contacto directo de NOD2 con ATG16L1. 

En los pacientes con EC asociada a mutaciones en NOD2 y en ATG16L1 no 

existe  este  mecanismo  de  eliminación  por  autofagia  de  patógenos 

intracelulares, lo cual apoya la idea de la autofagia como posible mecanismo 

desencadenante de la EC. 
 

Otro mecanismo que relaciona estrechamente a la autofagia y la inmunidad 

innata es la respuesta al desplegamiento de proteínas inducida por estrés en el 

retículo endoplasmático producido por el acumulo de proteínas no plegadas o 

mal plegadas (Fritz et al., 2011). Recientemente estudios GWAS han 

encontrado una relación genética entre este mecanismo y la EC a través de los 

genes XBP1 y ORMDL3 los cuales participan en esta respuesta (Barrett et al., 

2008; Kaser et al., 2011). 
 

Estudios GWAS han relacionado a la EC con otros genes codificantes de 

proteínas reguladoras de la autofagia como la IRGM (immunity-related 

guanosine triphosphatase M) y la LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2) (Barrett 

et al., 2008; Leshed et al., 2010; Parkes et al., 2007). IRGM es una proteína 

estimuladora de la autofagia que se requiere durante la fase de inicio. El 

polimorfismo del gen IRGM rs13361189 produce una deleción de 20 kb que se 

ha relacionado simultáneamente con la reducción de la expresión de este gen y 

con la EC (McCarroll et al., 2008). Esta proteína participa en la eliminación de 

patógenos intracelulares por autofagia mediada por INF-γ (Leshed et al., 2010). 

Respecto a la LRRK2 se conoce que está localizada en el cromosoma 12q12 y 

que su deficiencia provoca en la célula un deterioro de los autofagosomas y un 

incremento de la apoptosis, la respuesta inflamatoria y el daño oxidativo 

(Skipper et al., 2005; Tong et al., 2010) 
 

Los estudios GWAS han establecido una fuerte correlación entre los genes que 

regulan la vía de la IL-23 y el desarrollo de la EC (Wang et al., 2009). Entre los 

múltiples genes que se encuentran involucrados en la señalización IL23/Th17 

se encuentran el receptor de IL-23, IL-12B, JAK2, Tyk2 y STAT3 (Lees et al., 

2011). La variante asociada de forma más significativa con la EC, después del 

NOD, codifica el cambio de Arg381Gln en el gen del receptor de la IL-23, 

localizado en el cromosoma 1p31. La glutamina 381, presente hasta en un 14% 

de la población sana, protege frente a la EII, reduce 3 veces el riesgo de EC 
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ileal y un poco menos en la CU. Este polimorfismo en el receptor de IL-23 se ha 

asociado también con la psoriasis (Nair et al., 2009) y la espondilitis 

anquilosante (Burton et al., 2007). En este sentido, recientemente se ha 

aprobado para el tratamiento de la psoriasis el uso de anticuerpos contra la IL- 

23 y la IL-12B (subunidad p40) (Krueger et al., 2007). El uso de estos 

anticuerpos ha mostrado en estudios preliminares su potencial utilidad para el 

tratamiento de la EC (Mannon et al., 2004). 
 

Finalmente, existen estudios genéticos focalizados en el conocimiento de 

posibles moléculas de señalización celular que pueden estar implicadas en la 

patogenia de la enfermedad. El objetivo de estos estudios es establecer si 

existen diferencias en los niveles de expresión (cantidad de ARNm) de estos 

genes y/o mutaciones, lo cual nos proporciona información sobre posibles rutas 

implicadas en la patogenia de la enfermedad así como posibles dianas 

terapéuticas. En este sentido, el STAT1 (Signal Transducer and Activator of 

Transcription1) implicado en la respuesta de fase aguda, es un gen incluido 

dentro de los genes inducibles por IFNγ (interferón gamma) y produce la 

activación de la vía TH1 mediada por IFNγ, IL12 e IL23 (Niessner et al., 1995). 

En este grupo se incluyen también STAT3 y otras proteínas transmembrana 

IFN inducibles, IFITM1 y IFITM3, que actúan en la activación de macrófagos. 

Además del IFN, existen otras citoquinas que pueden activar el STAT1 como 

factores de crecimiento epidermal, factores de crecimiento derivados de 

plaquetas, la IL-6 o el factor 1 estimulador de colonias (Zhong et al., 1994; 

Gerhartz et al., 1996; Vignais et al., 1996). La activación específica de STAT1 

ha sido demostrada en enfermedades inflamatorias crónicas como el asma 

(Sampath et al., 1999) y la artritis reumatoide (Yokota et al., 2001), así como en 

la EII. Un estudio realizado por Wu et al (Wu et al., 2007) en biopsias de 

mucosa de pacientes con EC y CU encontró diferencias en los patrones de 

expresión de los genes inducibles por IFNγ y sólo en la EC se observó una 

expresión génica aumentada de STAT1 respecto a los controles sanos. Sin 

embargo, existe un estudio que encontró un aumento de la expresión y 

activación de STAT1 en la la mucosa intestinal tanto en los pacientes con CU 

como en los pacientes con EC, aunque en estos últimos en menor medida 

(Schreiber et al., 2002). 
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La ABCB1 (ATP-binding cassette sub-family B member 1) es una proteína de 

transporte intra y extra-celular, vinculada a ATP, que codifica para la “multidrug- 

resistance p-glycoprotein 170”, lo cual confiere multiresistencia a fármacos. 

Estudios recientes han descrito el papel de esta proteína en la disminución de 

la acumulación de fármacos en células y su implicación en el desarrollo de 

resistencias a fármacos en diferentes tipos de cáncer  (Caronia et al., 2011; 

Krech et al., 2012; Tucker et al., 2012). La identificación de una asociación 

entre polimorfismos de ABCB1/MDR1 y un aumento de susceptibilidad para 

desarrollar EII, ha generado un interés creciente en el estudio de esta proteína 

y su papel en la EII (Brant et al., 2003; Schwab et al., 2003). Se ha reportado 

una disminución de la expresión de ABCB1/MDR1 en la mucosa de pacientes 

con CU (Langmann et al., 2004). Además estudios genéticos sugieren una 

correlación entre diferentes variantes del gen ABCB1 y la susceptibilidad y el 

fenotipo de CU (Ho et al., 2006). Recientemente se ha descrito una disminución 

de expresión génica de ABCB1 en mucosa de pacientes con CU y también en 

pacientes con EC y colitis infecciosa (Wu et al., 2007). 
 

La PSKH1 (Serine/threonine-protein kinase H1) es una molécula encargada de 

la fosforilación de proteínas, tiene un papel estructural y regulador importante 

en el mantenimiento del aparato de Golgi y actúa como reguladora del 

procesamiento  y  tráfico  del  pre-ARNm  (Brede  et  al.,  2003).  Un  estudio 

realizado en biopsias de pacientes con EII, tanto en EC como en CU, ha 

encontrado un aumento de la expresión génica de PSKH1 en la mucosa afecta 

y no afecta de estos pacientes comparados con controles sanos (Wu et al., 

2007). 
 
 

2.1.2.2 Factor inmunológico: respuesta inmune, TNF-α y apoptosis. 
 
 

Clásicamente se ha considerado que el elemento inmunológico fundamental en 

la patogenia de la EC era una alteración en los linfocitos CD4+. En la EC 

dichos linfocitos están polarizados a una respuesta Th1 donde las citoquinas 

implicadas son la IL-2, IL-12, el INF-γ y el TNF-α (Fiocchi, 1998). Existe 

consenso en la comunidad científica, basado en la evidencia generada por 

varios estudios, de que en la EC los linfocitos de la lámina propria presentan 

una resistencia a la apoptosis; la proliferación de células T excede a la muerte 
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celular, y se perpetúa la respuesta inflamatoria intestinal (Boirivant et al., 1999; 

Ina et al., 1999; Sprent et al., 2001). 
 

En  condiciones  fisiológicas  normales,  las  células  T  aisladas  de  la  lámina 

propria intestinal muestran una susceptibilidad aumentada a desarrollar 

apoptosis (muerte celular programada) en comparación con las células T de 

sangre periférica. Esta tendencia a la apoptosis depende de la presión 

inmunológica que los agentes ambientales ejercen sobre la mucosa intestinal 

(Bu et al., 2001). 
 

Se ha descrito una resistencia a la apoptosis de dichos linfocitos en la lámina 

propria de la mucosa intestinal de los pacientes con EC. Este aspecto es 

fundamental al haber observado que los nuevos fármacos provocan su efecto, 

al menos en parte, induciendo la apoptosis de estos linfocitos. Este es un 

aspecto cuya importancia se ha remarcado al demostrarse que el tratamiento 

con anti-TNF-α  induce un incremento de la apoptosis de linfocitos T de la 

lámina propria de los pacientes con EC lo cual, además, se refleja también en 

sangre periférica, donde las células inmunitarias aumentan su índice apoptótico 

(Atreya et al., 2000; Lugering et al., 2001; ten Hove et al., 2002). Cabe destacar 

que actualmente se está probando el trasplante autólogo de progenitores 

hematopoyéticos en pacientes con EC severa refractaria a fármacos anti-TNF- 

α  con resultados esperanzadores (Burt et al., 2010). 
 

Hasta  el  momento,  se  desconoce  si  esta  resistencia  a  la  apoptosis  es 

intrínseca-primaria o si bien es secundaria-adquirida y mediada por la acción 

de ciertas citoquinas y otros factores liberados durante esta respuesta inmune 

exacerbada. Es posible que la resistencia a la apoptosis de estos linfocitos 

pueda justificarse, en parte, por la disminución del cociente entre la expresión 

intracelular de proteínas de la familia Bcl-2: proteínas Bax (pro-apoptóticas) y 

proteínas Bcl-2 (anti-apoptóticas) (Cuthbert et al., 2002). De hecho, hay estudios 

que demuestran que las células T de las biopsias de mucosa intestinal de 

pacientes con EC tienen una expresión reducida de proteínas Bax (Boirivant et 

al., 1999; Ina et al., 1999). Las proteínas relacionadas con la familia Bcl-2 se 

localizan  en  la  membrana  mitocondrial  externa  (Ina  et  al.,  1999).  Estas 

proteínas regulan la permeabilidad mitocondrial mediante la modificación del 
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potencial de membrana mitocondrial (Δψm). Este potencial se genera y 

mantiene normalmente gracias al correcto funcionamiento de la cadena 

respiratoria, localizada en la membrana interna mitocondrial, y la actividad 

de esta organela puede medirse con diferentes parámetros tales como 

consumo de oxígeno, Δψm, producción de especies reactivas de oxígeno 

(ERO), etc (Green et al., 1998; Martinou, 1999; Tatton et al., 1999). 
 

La mitocondria es una organela importante en el control de los mecanismos de 

muerte celular. Aunque el programa apoptótico puede ejecutarse en algunas 

células o situaciones de forma independiente a la mitocondria, está demostrado 

que hay muchos tipos celulares así como diversos estímulos, que requieren de 

la vía amplificadora mitocondrial para la consecución de la misma (Lenaz, 

2012; van Dullemen et al., 1995). En una mitocondria normofuncionante, no se 

generan estímulos apoptóticos. Cuando la membrana mitocondrial se 

despolariza, se liberan una serie de sustancias que son capaces de iniciar, por 

sí mismas, el programa apoptótico. 

 
Respecto al TNF-α, citoquina muy implicada en la patogénesis de la EC 

(Podolsky, 2002), también se ha documentado que es capaz de inducir la 

producción de ERO en la mitocondria (Ko et al., 2001; Lenaz, 2012). Muchos 

estímulos apoptóticos, similares al TNF-α, inducen la generación de ERO al 

interaccionar con la cadena respiratoria mitocondrial (Armstrong et al., 2002; 

Garcia-Ruiz et al., 1997; Le Bras et al., 2005; Tan et al., 1998) y las ERO así 

generadas parecen estar implicadas en la regulación de la apoptosis (Hildeman 

et al., 1999; Maianski et al., 2003; Sidoti-de Fraisse et al., 1998). Así pues, las 

mitocondrias  son  la  fuente  principal  para  generar  superóxido  (O2 )  que  se 

metabolizará en peróxido de hidrógeno (H2O2), pero también hay estudios que 

demuestran que son organelas diana donde puede actuar el H2O2, ya que este 

radical puede inducir un aumento transitorio de la permeabilidad de la 

membrana mitocondrial con el consecuente descenso del Δψm (Gores et al., 

1998; Hirokawa et al., 1998; Le Bras et al., 2005; Lemasters et al., 1998) y de la 

formación de ATP, lo cual a su vez limita las posibilidades de desarrollar en la 

célula un programa apoptótico (Sanchez-Alcazar et al., 1997). 
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2.1.2.3 Permeabilidad intestinal y ambiente. 
 
 

La evidencia científica sugiere que la EC acontece en un sujeto genéticamente 

predispuesto  y  por  la  interacción  entre  microorganismos  intestinales  y  el 

sistema inmune de la mucosa intestinal (Xavier et al., 2007). En este sentido, la 

EC se asocia con una interrupción de la barrera epitelial normal que produce un 

aumento de la permeabilidad intestinal y perpetúa la inflamación crónica del 

intestino (Salim et al.). Los estudios GWAS, comentados previamente, han 

identificado numerosos genes que relacionan defectos en la inmunidad innata y 

adquirida y la función de la barrera epitelial entre ellos el más destacado es 

NOD2/CARD15 (Barrett et al., 2008; Barrett et al., 2009; Mayer, 2010). Estos 

estudios han identificado también mutaciones de proteínas como la IRGM y 

ATG16L1 que participan en la autofagia o mecanismo de eliminación de 

bacterias y orgánulos defectuosos intracelulares (Levine et al., 2007), así como 

mutaciones de genes que codifican para proteínas del epitelio intestinal (como 

OCTN y DLG5) y que se asocian con aumento de la susceptibilidad de EC. 

Además  se  ha  demostrado  un  vínculo  funcional  entre  NOD2  y  ATG16L1, 

ambas están codificadas por genes que aumentan el riesgo de EC, lo cual 

confirma el papel importante de la barrera mucosa intestinal en la patogenia de 

la enfermedad (Cooney et al., 2010; Naser et al., 2012). 
 

Las tight junctions o uniones estrechas, esenciales para el mantenimiento de la 

integridad de la barrera mucosa intestinal, son estructuras dinámicas 

intercelulares  que  limitan  la  velocidad  para  la  absorción  pasiva  de  las 

moléculas   hidrofílicas   en   el   intestino   y,   por   lo   tanto,   determinan   la 

permeabilidad intestinal. Al examinar los patrones de expresión y distribución 

de estas estructuras, se observan diferencias entre los pacientes con EC y la 

población sana (Zeissig et al., 2007). En la mucosa intestinal no inflamada de 

pacientes con EC se han observado alteraciones e irregularidades en la 

organización de las tight junctions y se ha visto que son más vulnerables a los 

estímulos  luminales,  con  el  consecuente  aumento  de  la  permeabilidad 

(Schoultz et al., 2011; Soderholm et al., 2002). Además los pacientes con EC 

en remisión con alteración de la permeabilidad intestinal tienen más riesgo de 

sufrir recaída de la enfermedad (Arnott et al., 2000; Oshitani et al., 2005). De la 
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misma forma, se sugiere que este fenómeno podría contribuir al desarrollo de 

neoinflamación intestinal o recurrencia en la EC. 
 

Los  pacientes  con  EII presentan  en  el  epitelio  de  la  mucosa  intestinal  un 

elevado número de bacterias intracelulares y moléculas de adhesión en la 

superficie celular que pueden alterar la permeabilidad de la barrera intestinal 

mediante la síntesis de diferentes enzimas alfa-hemolisinas (Darfeuille-Michaud 

et al., 1998). Aunque los primeros estudios no confirmaron este aumento de 

permeabilidad en los familiares de estos pacientes (Hollander et al., 1986; 

Lindberg et al., 1995), posteriormente se ha establecido que, los familiares de 

primer grado asintomáticos de pacientes con EC tienen alterada la función de 

barrera en el intestino (May et al., 1993; Peeters et al., 1997). De esta forma, 

los familiares con mayor permeabilidad podrían tener mayor riesgo de padecer 

la enfermedad. Sin embargo, poco se sabe de los mecanismos involucrados y 

de  cómo  contribuyen  a  la  inflamación  intestinal.  Se  ha  informado  de  un 

aumento de la permeabilidad epitelial a las proteínas que precede al brote de la 

inflamación ileal en la EC, lo que indica una disfunción de la barrera como 

evento temprano en la inflamación de la mucosa (Soderholm et al., 1999). 

 
El efecto del TNF-α y el IFN-γ, citoquinas importantes en la patogenia de la EC, 

sobre la barrera intestinal se ha evaluado en estudios experimentales. Ambas 

citoquinas regulan y aumentan la permeabilidad transcelular y paracelular 

(Wang et al., 2005). Además el tratamiento con anti-TNF-α ha demostrado 

mejorar las propiedades de la barrera así como disminuir la permeabilidad 

debido a la activación de la apoptosis epitelial, siendo muy efectivo en mejorar 

la barrera intestinal en los pacientes con EC (Ye et al., 2006). 
 

El aumento progresivo de la incidencia de la EC, las diferencias entre áreas 

geográficas y el hecho de que la concordancia entre gemelos no sea del 100%, 

aboga por la influencia de factores ambientales en la etiopatogenia de esta 

enfermedad. En este sentido, la teoría de la mejora de la higiene, algunos 

alimentos así como componentes de los mismos, los anticonceptivos orales y el 

estrés se han sugerido posibles factores desencadenantes de la EC, sin 

embargo ninguno se ha demostrado de forma consistente. A continuación se 

presentan algunos de los factores implicados más representativos. 
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- Tabaco: Entre los factores ambientales, es el de mayor interés. Un 

metaanálisis confirma que el hábito tabáquico actúa como protector en la CU, 

comportando un alto riesgo para la EC (Mahid et al., 2006). Además, su 

consumo se correlaciona con una mayor probabilidad de un curso clínico peor 

de la EC y con mayor riesgo de recurrencia postquirúrgica (Ryan et al., 2004). 

El mecanismo que explica esta diferencia en la influencia del tabaco en la EC y 

la CU sigue siendo desconocido. Está demostrado que fumar afecta a la 

inmunidad sistémica, aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal y altera 

el correcto funcionamiento del sistema inmune innato y adaptativo (Rubin et al., 

2000). El papel del fumador pasivo, especialmente en niños, como factor de 

riesgo o factor protector sigue siendo controvertido y ningún estudio lo ha 

podido confirmar (Lakatos et al., 2007). 
 

- Apendicectomía: Se ha sugerido un papel protector de esta intervención en 

el desarrollo de EC, aunque no todos los estudios lo confirman. Se piensa que 

podría ser debido a que el tejido linfoide del apéndice sería el punto de partida 

de las células que participarían en el desarrollo de la inflamación intestinal 

(Andersson et al., 2003). 
 

- AINE (antiinflamatorios no esteroideos): Existe evidencia que sugiere 

reactivaciones de la enfermedad en pacientes tratados con AINE, 

probablemente por una reacción de tipo idiosincrásico, pero los datos 

disponibles no son completamente concluyentes. No queda claro si los 

inhibidores de la COX-2 son más seguros que los AINE convencionales, siendo 

la inhibición de la síntesis de prostaglandinas el punto clave para explicar los 

efectos secundarios de estos fármacos (Kefalakes et al., 2009). Los estudios 

de mejor calidad no apoyan el hecho de que sean un factor etiológico en la 

inducción de recidivas (Forrest et al., 2004; Reinisch et al., 2003). Por tanto, el 

tratamiento antiinflamatorio no está contraindicado en la enfermedad 

inflamatoria intestinal, sobre todo en pacientes en remisión clínica, no obstante 

se debe ajustar a indicaciones definidas y bien establecidas, con un mayor 

cuidado en aquellas situaciones clínicas en las que el paciente está en brote de 

la enfermedad. 
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- Anticonceptivos orales: Numerosos estudios epidemiológicos han valorado 

la relación entre el uso de anticonceptivos orales y el riesgo de desarrollar EC; 

sin embargo, la mayoría incluyen un escaso número de pacientes y obtienen 

resultados controvertidos, unos a favor (Timmer et al., 1998) y otros en contra 

(Cosnes et al., 1999). En un estudio caso-control, realizado en 103 mujeres 

españolas, los anticonceptivos supusieron un factor de riesgo para el desarrollo 

de EC sólo en el análisis univariante y no en el multivariante (Sicilia et al., 

2001). Recientemente se ha publicado un estudio prospectivo con una cohorte 

de más de 230.000 mujeres americanas, de ellas 315 con EC, en el que el uso 

de anticonceptivos orales se asocia con riesgo de EC (Khalili et al., 2012). Sin 

embargo, no podemos concluir que exista una asociación clara entre el uso de 

anticonceptivos orales y la predisposición a desarrollar EC, por lo que su 

consumo   no   está   contraindicado   en   las   pacientes   que   padecen   esta 

enfermedad y están bien controladas. Teóricamente, predisponen al desarrollo 

de EII a través de sus efectos trombóticos en la microcirculación, por ello, se 

recomienda el empleo de los de nueva generación, con menor carga 

estrogénica y menos trombogénicos. 
 

- Alimentos: Algunos alimentos así como componentes de los mismos (trigo, 

maiz, leche, azúcares refinados, grasas o alcohol), aditivos alimentarios e 

incluso la pasta de dientes, han sido relacionados con el desarrollo de la EII. En 

el momento actual no existen evidencias científicas de que ningún alimento 

desencadene, perpetúe o agrave la EII. A todos los enfermos se les debe 

aconsejar una dieta rica, variada y equilibrada  (Andersen et al., 2012; Hansen 

et al., 2011; Pearson et al., 1993). 
 

- Estrés: Existen estudios que reportan que el estrés psicosocial aumenta el 

riesgo de recaída en pacientes con CU quiescente. Sin embargo, parece que el 

estrés actúa menos como inductor de la enfermedad y más como modulador 

del curso   de   la   misma   (Rampton,   2009).   Estudios   procedentes   de 

observaciones clínicas y de experimentos neuroinmunológicos con animales de 

laboratorio demuestran que el estrés es capaz de modificar las manifestaciones 

de la enfermedad, el curso clínico y la respuesta al tratamiento (Maunder, 2005; 

Maunder et al., 2008). Además estudios experimentales han identificado que 

los neurotransmisores y neurohormonas producidos en el sistema nervioso 
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central y en el sistema gastrointestinal son similares y que las inervaciones 

neuronales de ambos sistemas están interconectadas (Mawdsley et al., 2006). 

Finalmente, el estrés aumenta la permeabilidad intestinal y la consecuente 

entrada excesiva de gran cantidad de antígenos luminales, provocando la 

activación de las células T presensibilizadas de la mucosa y produciendo 

inflamación (Maunder, 2005) 
 

- Infecciones: La teoría de la mejora de la higiene debida a una menor 

exposición a microorganismos patógenos o no patógenos en los niños, con la 

consecuente disminución de infecciones ha sido implicada como una posible 

causa de la EII (Shaw et al., 2011). Es conocido que las interacciones bacteria- 

mucosa  intestinal  desempeñan  un  papel  importante  en  el  desarrollo  y 

regulación del sistema inmune. Si esta interacción no es adecuada, la 

homeostasis entre la carga antigénica ambiental y la respuesta del individuo 

puede fallar. En la EC las bacterias comensales del tracto entérico constituyen 

la diana a la que se enfrenta el sistema inmune y, por tanto, el estímulo que 

desencadena  y  perpetúa  los  fenómenos  inflamatorios  que  destruyen  la 

mucosa. Aunque se han estudiado múltiples gérmenes en la etiopatogenia de 

la EII, ninguno de ellos ha logrado demostrar su papel patogénico en la misma. 
 

Flora intestinal comensal: 
 
 

La idea clásica de que la flora intestinal comensal juega un papel fundamental 

en el desarrollo de la EII se basa en el efecto beneficioso de los antibióticos en 

el tratamiento de la EC y en la pouchitis secundaria a la cirugía de la CU y 

asociada a una disbiosis (contacto entre la flora del intestino delgado y la del 

colon) que se trata también con antibióticos. Además se ha observado que la 

mayoría de modelos experimentales de EII fracasan en el desarrollo de 

inflamación cuando mantienen un ambiente libre de gérmenes (McGuckin et al., 

2009). 
 
 

Recientemente, se ha intentado explicar el papel de la microflora intestinal 

como importante factor ambiental que influye en el desarrollo de la EC 

(McGuckin et al., 2009). Existen dos ideas que intentan explicarlo. La primera 

se basa en que la EII está causada por una anormal respuesta inmunológica 
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frente a la microflora intestinal normal, por lo que alteraciones en el sistema 

inmune innato de la mucosa, como por ejemplo modificaciones funcionales de 

NOD2, provocan una respuesta inmune excesiva y causan inflamación en la 

mucosa intestinal. La segunda hipótesis se basa en cambios anómalos en la 

composición  de  la  microflora  intestinal,  lo  cual  produce  una  respuesta 

patológica y causa inflamación en la mucosa intestinal (Almenier et al., 2012; 

McGuckin et al., 2009). 
 

Agentes infecciosos específicos: 
 
 

Muchos microorganismos han sido propuestos como potenciales causantes de 

la EII, entre los que destacan Listeria monocytogenes, Chlamydia trachomatis, 

Escherichia coli, Cytomegalovirus y Saccha-romyces cerevisae entre otros. No 

obstante el que mayor controversia a provocado ha sido el Mycobacterium 

avium subespecie paratuberculosis (MAP). En varios estudios se ha postulado 

que el agente infeccioso MAP, presente en la leche de vaca tras su 

pasteurización, pudiera ser el desencadenante de la respuesta inmunológica 

desproporcionada y permanente que desarrolla la enfermedad, aunque esta 

teoría permanece controvertida y aún no concluida. En vacas lecheras y otros 

animales, MAP causa la enfermedad de Johne, una inflamación crónica 

granulomatosa del intestino que ocasiona diarrea con afectación progresiva del 

estado general. MAP ha sido identificado en diferentes capas de la mucosa 

intestinal de pacientes con EC por distintos métodos de microscopía y se ha 

encontrado también en sangre (Ellingson et al., 2005). Se sugiere que este 

agente podría infectar a las células endoteliales y los adipocitos, haciendo que 

proliferen, dando lugar a la obstrucción de vasos ya existentes (formación de 

granulomas) y provocando el desarrollo de nuevos vasos (neoangiogénesis y 

linfangiogénesis) y grasa del mesenterio (Pierce, 2009). Las células T con 

fenotipo Th1 o Th1/Th17 de los pacientes con EC presentan una mayor 

reactividad frente a MAP, que puede sugerir un posible papel de las 

micobacterias en la inflamación (Olsen et al., 2009). 
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2.2) Radicales libres 
 
 

2.2.1 Concepto 
 
 

Un radical libre es aquella especie química que contiene uno o más electrones 

desapareados girando en su orbital externo. Esta propiedad hace que los 

radicales libres sean muy reactivos y se caractericen por tener una vida media 

extraordinariamente pequeña, del orden de milisegundos, aunque puede variar 

según el tipo de radical libre. 
 

La condición de tener electrones no apareados confiere la reactividad puesto 

que el electrón impar busca otro para salir del desequilibrio atómico, tendiendo 

a  ceder  este  electrón  extra  para  estabilizar  su  orbital  (radical  reductor),  a 

aceptar un electrón para estabilizar el electrón desapareado (radical oxidante), 

o a unirse a un no radical, en cuyo caso, este último se convierte en un radical 

libre. 
 

Aunque en la naturaleza los radicales libres son compuestos generalmente 

oxigenados, se utiliza de forma errónea el término radical libre de oxígeno, ya 

que se asigna a todos los reactivos intermediarios de las especies de oxígeno, 

incluyendo aquellas formas moleculares que no son radicales. Por este motivo, 

es más adecuado hablar de especies reactivas de oxígeno (ERO) en lugar de 

radicales libres de oxígeno (Abuja et al., 2001). 
 

Tabla 2.2. Resumen de las clases de especies reactivas de oxígeno. 
 
 

Radicales No radicales 
 

●- Anión superóxido 
 

● 

 
1O2 Oxígeno singlete 

HO2 Radical hidroperóxilo H2O2 Peróxido de hidrógeno 

HO● Radical hidroxilo ONOO- Peroxinitrito 

RO● Radical alcoxilo ROOH Hidroperóxido 

ROO● Radical peroxilo 



M. Iborra. Estrés oxidativo y Enfermedad de Crohn 2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

51 

 

 

 
 
 

Además de las ERO, existen también radicales libres nitrogenados o especies 

reactivas de nitrógeno (ERN) cuya importancia ha crecido considerablemente 

en los últimos tiempos. 
 

En la actualidad hay múltiples líneas de investigación sobre los efectos de las 

ERO. Se ha evidenciado que poseen un papel patológico importante y que se 

encuentran implicados en el inicio y desarrollo de numerosas enfermedades. 

Cuando están en exceso son capaces de reaccionar con macromoléculas 

biológicas y producir inactivación de proteínas, peroxidación de lípidos de 

membrana y daños al ADN, dando lugar a importantes lesiones tisulares que 

provocan un efecto deletéreo sobre el funcionamiento de los órganos. 
 

Debido a que la vida se desarrolla en presencia de oxígeno, los organismos 

han convivido y están expuestos a la generación de ERO. Éstos se han 

mostrado responsables del daño oxidativo a macromoléculas biológicas como 

el ADN, lípidos, glúcidos y proteínas (Halliwell, 1996). Se ha relacionado la 

presencia de ERO con los mecanismos fisiopatológicos de multitud de 

patologías como la diabetes, patologías cardiovasculares (Byers, 1993), 

procesos reumáticos (Wolf y cols., 1986), patologías gastroenterológicas, 

afecciones broncopulmonares (Slade y cols., 1993) o procesos 

neurodegenerativos, así como algunos cánceres. También están implicados en 

procesos fisiológicos como el envejecimiento (Bondy, 1992) o el daño causado 

por el ejercicio físico agotador (Sastre et al., 1992). Sin embargo, en muchas de 

estas patologías y procesos fisiológicos se desconoce si los ERO son causa o 

consecuencia. 
 

Sin embargo, hoy en día existe suficiente evidencia científica que demuestra 

que  las  ERO  realizan  además  una  función  de  señalización  intracelular 

implicada en la regulación de los procesos de crecimiento, diferenciación y 

muerte celular, así como del proceso inflamatorio y de la respuesta adaptativa 

a la lesión o al estrés (Adler et al., 1999; Herrlich et al., 2000).  Asimismo, el 

papel de las enzimas antioxidantes se interpreta actualmente en el contexto de 

una fina regulación del estado redox celular con importantes implicaciones en 

la regulación de procesos celulares como el ciclo celular y la muerte celular 

programada o apoptosis (Kahl et al., 2004). La capacidad de regular el proceso 
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apoptótico, tanto de las propias ERO como de las enzimas antioxidantes, ha 

sido ampliamente caracterizada in vitro. El H2O2, en concentraciones subletales 

y por tanto fisiológicas, regula el proceso apoptótico (Kim et al, 2005) al inhibir 

la  liberación  de  citocromo  c  mitocondrial  que  suele  inducir  el  estímulo 

apoptótico Fas. Del mismo modo, este radical, generado vía inducción de la 

superóxido  dismutasa  manganeso  (SOD-Mn)  determina  una  resistencia  al 

efecto citotóxico del TNF-α, citoquina perteneciente a la familia Fas. La SOD- 

Mn, mitocondrial, ha sido caracterizada por muchos estudios como enzima 

antiapoptótica, efecto que ejerce frente a una amplia variedad de estímulos 

apoptóticos (Bernard et al., 2001a; Kiningham et al., 1999; Manna et al., 1998). 

A este respecto existe una homogeneidad de resultados en la literatura, 

evidenciándose además que ejerce su papel protector frente a la apoptosis 

actuando tanto sobre la vía apoptótica mediada por receptor Fas, como sobre 

la vía apoptótica mitocondrial (Kahl et al., 2004). La interpretación inmediata del 
- efecto antiapoptótico de la SOD-Mn sería que el O2 tiene una implicación 

 

directa en el fenómeno apoptótico o bien, que está inhibiendo vías de 

supervivencia celular. Sin embargo, conviene señalar que el producto de la 

reacción de la SOD-Mn es el H2O2, radical libre implicado también en la 

regulación de la proliferación y la muerte celular (ver arriba). Este hecho ilustra 

la necesidad de que exista un balance entre la enzima SOD-Mn y las enzimas 

encargadas de eliminar el H2O2  (catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPx) 

fundamentalmente). 
 

2.2.2 Clases de Especies Reactivas del Oxígeno 
 
 

El término de ERO se usa para designar tanto a los radicales de oxígeno como 

a las especies no radicales, pero que se comportan como oxidantes. A 

continuación se describen los más relevantes e implicados en este proyecto: 
 

2.2.2.1 Radicales Libres del Oxígeno 
 
 

2.2.2.1.1  Radical superóxido (O -) 
 
 

Procede de la simple reducción de electrones del oxígeno molecular y es un 

radical de oxígeno libre, ya que contiene un electrón no apareado. A diferencia 

de otros, este radical es poco reactivo, sin embargo, como se explica más 
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adelante, es muy importante en fisiopatología porque se genera en gran 

cantidad y es capaz de convertirse en otras ERO que son muy tóxicas y 

dañinas, tales como el radical hidroxilo (Ames et al., 1993; Fridovich, 1997). 

Además no ataca de manera significativa a lípidos poliinsaturados o al ADN 

(Fridovich, 1997). 
 

 

El  O -
 se  genera  a  través  de  una  gran  variedad  de  fuentes,  tanto  en 

 

condiciones fisiológicas como fisiopatológicas. En la patogenia de la EII la 

generación de ERO procede de neutrófilos y macrófagos que interaccionan con 

moléculas proinflamatorias   como   las   citocinas,   los   inmunocomplejos   o 

productos bacterianos y provocan la activación de la enzima de membrana 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) oxidasa, que a su vez 

desencadena la liberación de grandes cantidades de ERO. Aunque no cabe 
- duda  de  que  la  generación  de  O2 por  fagocitos  (y  en  menor  medida  por 

 

eosinófilos,  linfocitos  y  fibroblastos)  es  esencial  para  una  defensa  efectiva 

contra la infección bacteriana, un exceso de producción continua en los 

procesos inflamatorios puede causar la destrucción extensa de tejidos (Weiss, 
- 1989). Además existen fuentes exógenas de O2 como el humo de tabaco y 

 

radiaciones ionizantes, que contribuyen a su incremento y pueden intervenir en 

el desencadenamiento de determinados procesos patológicos. 
 

Aproximadamente el 1-5 % del oxígeno consumido por los tejidos sanos puede 

ser transformado en O -, produciendo un constante movimiento de electrones 
dentro de la cadena de transporte electrónico mitocondrial (Turrens, 1997). 

Esto conlleva que, en condiciones normales, la mitocondria sea una de las 

principales  fuentes  de  producción  intracelular  endógena  de  O -,  aunque 

también puede generarse por sistemas enzimáticos endógenos, tales como la 

enzima xantina oxidasa peroxisomal, que se activa por la re-introducción de 
oxígeno después de períodos de hipoxia. 

 

A pesar de la enorme producción de este radical, en sí mismo no es 

considerado como particularmente reactivo. No atraviesa rápidamente la bicapa 

lipídica de la membrana y sufre dismutación espontáneamente a pH fisiológico: 
 
 

2 O -• + 2 H+
 → O2 + H2O2 
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Sin  embargo,  y  de  forma  paradójica,  el  peligro  en  O -
 radica  en  su 

neutralización. La reacción de dismutación es acelerada por la enzima 

superóxido dismutasa (SOD), siendo la primera de una cascada de otras 

reacciones oxidantes, que producen otras ERO como el H2O2, el ácido 

hipocloroso (HOCl) y el radical hidroxilo (OH●). 
 
 

2.2.2.1.2  Radical hidroxilo o monóxido de hidrógeno (OH●) 
 
 

Estado reducido del oxígeno molecular por la ganancia de tres electrones. No 

obstante, se ha demostrado que la generación de OH● se produce también a 
través de vías alternativas muy relevantes en la inflamación, como la 
inactivación de la superóxido dismutasa cobre zinc (SOD-Cu/Zn) por H2O2 (Yim 

- et al., 1990) y a través de interacciones entre el O2 y HOCl (Candeias et al., 
 

1993), HOCl y los iones de hierro reducidos (Candeias et al., 1994) y de H2O2 
 

con el óxido nítrico (NO) (Nappi et al., 1998). 
 
 

Se trata del oxidante más potente de los sistemas biológicos, la ERO más 

reactiva que se conoce (Lubec, 1996), con una vida media extremadamente 

corta (a 37 ºC, 1 x 10-9  segundos) y mínima capacidad de difusión. Debido a 

esto, reacciona muy cerca de su lugar de formación con la mayoría de las 

biomoléculas (Del Maestro, 1980; Halliwell, 1991). Es capaz de reaccionar con 

todas las moléculas conocidas y es muy importante por su capacidad para 

inactivar a la principal enzima mitocondrial (piruvato deshidrogenasa), por el 

daño que produce en el ADN (induce mutaciones en las enzimas y las inactiva) 

y en las membranas (desencadena la peroxidación lipídica). En el organismo 

no  existen  enzimas  ni  sistemas  de  defensa  directos  capacitados  para 

neutralizar el radical hidroxilo. Sin embargo, el daño en los tejidos inducido por el 

OH● puede ser impedido, por la unión o "secuestro" a iones de metales de 

transición, por ejemplo, a la albúmina, ceruloplasmina, ferritina, transferrina y 

metalotioneína. 
 

2.2.2.1.3  Óxido nítrico (NO) 
 
 

En analogía con las ERO, las ERN derivan de nitrógeno e incluyen el NO y el 

peroxinitrito (ONOO-). En los últimos años se ha demostrado un notable interés 
por el papel de las ERN en las reacciones redox celulares y existe evidencia 
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avalada por gran cantidad de trabajos publicados que describen su papel en la 

inflamación. 
 

A pesar de que el NO es muy liposoluble, con una vida media 

considerablemente larga y capaz de difundirse lejos de su lugar de síntesis, 

todavía existe debate acerca de si la producción de NO es realmente nociva 

para los tejidos inflamados (Grisham et al., 1999; Kubes et al., 2000). Tampoco 

está claro si la enzima productora de NO, la óxido nítrico sintetasa, se expresa 

en las células inflamatorias. 
 

Probablemente el NO por sí solo no es nocivo e incluso puede ser beneficioso 

mediante la reducción de la inflamación (Lefer et al., 1999). Así pues, el NO ha 

demostrado  que  es  capaz  de  proteger  a  las  células  epiteliales  contra  la 

toxicidad de H2O2 (Kim et al., 1998; Wink et al., 1995), que defiende a los 

macrófagos frente a la citotoxicidad inducida por citocinas (Scivittaro et al., 

1997) y que puede disminuir la unión de leucocitos a las células endoteliales 
 

(Binion et al., 2000). 
 
 

Entre las diferentes funciones fisiológicas que posee destaca como regulador 

del flujo sanguíneo local e inhibidor de la agregación plaquetaria, contribuye en 

la defensa inmunitaria primaria, actúa como neurotransmisor, posee efecto 

antiinflamatorio (en condiciones normales) o acción proinflamatoria (si está 

aumentado). 
 

En los últimos años se han realizado gran cantidad de estudios además de por 

las funciones fisiológicas que desempeña, por ser considerado un intermediario 

tóxico importante por su condición de radical libre (Lipton et al., 1993) y porque 

a través de su rápida interacción con O -, puede formar multiples ERO tóxicas 

(Packer et al., 1996; Reiter et al., 2000; Xia et al., 1997). 
 

 

En exceso es muy citotóxico porque puede reaccionar con el O -
 formando 

 

ONOO- que es altamente reactivo (Grisham et al., 1999). Además es capaz de 

inducir la peroxidación lipídica en lipoproteínas e interferir con la señalización 

celular por nitración de residuos de tirosina en proteínas. 



M. Iborra. Estrés oxidativo y Enfermedad de Crohn 2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

56 

 

 

2 

 
 
 

Por otro lado, el NO, actúa, incluso en concentraciones fisiológicas, bloqueando 

la cadena respiratoria mitocondrial lo cual se refleja tanto en una inhibición de 

la respiración, como en modificaciones de las capacidades apoptóticas de las 

células (Beltran et al., 2000; Beltran et al., 2002). El bloqueo de la cadena 

respiratoria conlleva un incremento de la formación de ERO y se genera un 

estrés oxidativo que también ha sido implicado en la generación de apoptosis 

(Chandel et al., 2001; Martinou, 1999). Indiscutiblemente, cualquier situación 

inflamatoria, entre ellas la que acontece en la EII, supone un aumento de NO 

entre otros mediadores y, por tanto, se generará un efecto mitocondrial que 

podría contribuir a explicar las diferencias encontradas en la regulación de la 

apoptosis de las células de estos pacientes. 
 
 
 
 

2.2.2.2 Especies Reactivas del Oxígeno no radicales 
 
 

2.2.2.2.1  Peróxido de hidrógeno (H2O2) 
 

Es el estado reducido del oxígeno molecular por la ganancia de dos electrones 

del ión peróxido. El H2O2 no es una ERO como tal, pues no posee electrones 

desapareados. 
 

Cualquier  sistema  de  producción  de  O -
 es  capaz  de  producir  H2O2  y,  en 

consecuencia, los fagocitos también pueden generar y liberar cantidades 

notables de H2O2. A pesar de poder ejercer daños irreversibles a las células 

epiteliales, es considerado un radical relativamente débil (Mulier et al., 1998). 

Su elevada reactividad in vivo es atribuida no sólo a su estabilidad y 

difusibilidad, sino a su gran capacidad para reaccionar con iones metálicos 

como Fe2+ o Cu+, para formar OH● (mediante la reacción de Fenton que se 

explicará posteriormente). La formación de OH● a partir de H2O2 puede ser 

evitada a través de la reducción de dos electrones del H2O2 al agua, reacción 

catalizada por las enzimas CAT o GPx. 
 
 

Su importancia recae en el hecho de que participa en numerosas reacciones 

que  dan  lugar  a  la  generación  de  ERO  y  en  que  puede  atravesar  las 
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membranas biológicas, pudiendo causar a la célula daño oxidativo lejano al 

lugar de producción. 
 

2.2.3 Origen de las Especies Reactivas de Oxígeno 
 
 

Las ERO pueden producirse tanto de forma endógena como proceder de 

fuentes exógenas (Barrett et al., 2009). Los radicales libres descritos 

anteriormente corresponden a especies de formación endógena, es decir, son 

generadas en los procesos biológicos intra y extracelulares normales y 

patológicos, en prácticamente todos los tejidos (Halliwell, 1991). Pueden 

producirse de forma excesiva e inadecuada o bien en un medio en el que las 

defensas que normalmente protegen a los tejidos son insuficientes. Además el 

organismo también está expuesto a radicales libres procedentes del exterior. 
 
 
 
 

Figura 2.2. Fuentes potenciales de especies reactivas de oxígeno. 
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2.2.3.1 Fuentes endógenas 
 
 

2.2.3.1.1 La cadena de transporte electrónico mitocondrial 
 
 

La  cadena  de  transporte  electrónico  mitocondrial  no  funciona  de  manera 

perfecta y es una de las principales fuentes de ERO en la célula. 
 

Figura 2.3. Oxidación del oxígeno a través de la cadena respiratoria mitocondrial 
 
 
 
 
 

Complejo I: 
NADH 

Deshidrogenasa 

Complejo II: 
Succinato 

Deshidrogenasa 

 
 
 
 
Complejo III: 
Ubiquinol-cit C 
Oxidoreductasa 

 
 
Complejo IV: 
Citocromo C 

Oxidasa 

 
Complejo V: 
ATP Sintasa 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Aproximadamente el 95% de todo el oxígeno consumido por las células se 

metaboliza de forma completa en la mitocondria. Para que la reducción del 

oxígeno sea completa se requiere que la citocromo a3, del complejo IV de la 

cadena respiratoria, mantenga unidas a su centro activo todas las especies 

parcialmente reducidas del oxígeno hasta la transferencia completa de 4 

electrones, produciendo dos moléculas de H2O sin formación de intermediarios 

tóxicos (Benzi et al., 1995). 
 

Por el contrario, otros elementos de la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial tienen la capacidad de transferir un electrón directamente al O2, 
- pero no son capaces de retener el ión O2 formado (Benzi y Moretti, 1995). La 

antolinmartinez
Línea

antolinmartinez
Línea
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especie radical así formada es el O -
 (producido del orden de 1010

 moléculas 
 

por célula y por día) que realiza un daño in situ, pero puede dismutar a su vez 

generando H2O2 (Ames et al., 1993; Benzi et al., 1995). El H2O2 sí es capaz de 

atravesar las membranas y salir al citoplasma, donde puede reaccionar con 

otras  especies  formando  diversos  tipos  de  radicales  libres  (Boveris  et  al., 

1972). 
 
 

2.2.3.1.2 Las células fagocitarias 
 
 

Los  fagocitos  activados  (neutrófilos,   macrófagos,  monocitos,  eosinófilos) 
 

- poseen diversas enzimas que les permiten generar O2 y H2O2 como uno de los 
 

mecanismos para defenderse de los microorganismos (Babior, 1978). 
 
 

En enfermedades inflamatorias estos fagocitos activados son una fuente 

importante de radicales libres que se producen en el lugar de la inflamación 

específicamente para la defensa del órgano atacado, pero pueden acabar 

dañando los tejidos y producir estrés oxidativo. 
 

La estimulación de los receptores de la membrana de los fagocitos por diversos 

factores (complemento, endotoxinas, leucotrienos, inmunocomplejos), activan 

la NAPDH oxidasa que se encuentra en la membrana leucocitaria, la cual, 

asociada con el citocromo b-245 y una flavoproteína, reduce el oxígeno 

molecular  exclusivamente,  generando  grandes  cantidades  de  radical  O - 

(Babior, 1978; Quinn et al., 2004). Normalmente la NAPDH oxidasa se 

encuentra en estado latente. 
 

Por otra parte, como mecanismo de defensa, dichas células también generan 
 

NO●, por acción de la oxido-nítrico-sintasa (NOS) sobre la arginina intracelular. 
 

La combinación del O -
 

 

con el NO●
 

 

da lugar a la formación del ONOO-
 
 

capaz de 
 

inducir peroxidación lipídica en las lipoproteínas. 
 
 

2.2.3.1.3 Sistema xantina oxidasa 
 
 

Actualmente se sabe que la enzima xantina óxidoreductasa posee dos formas 

que son producto alternativo del mismo gen: la xantina deshidrogenasa (XDH) 

y la xantina oxidasa (XO), que se forma por modificaciones post-translacionales 

a partir de la forma deshidrogenasa. Ambas formas enzimáticas catalizan la 
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hidroxilación de una amplia gama de sustratos como purinas, pirimidinas, 

pterinas y aldehídos (Hille, 1996; Hille et al., 1995). 
 

Su función más reconocida es como factor limitante de la degradación de 
ácidos nucleicos, durante la cual las purinas son degradadas hasta ácido úrico 

a expensas de la producción de anión O -. 
 

La XO y la XDH muestran reactividades diferentes hacia el oxígeno molecular y 

el   NAD+,   prefiriendo   el   primero   la   oxidasa   y   el   segundo   la   forma 

deshidrogenasa (Nishino, 1994). 
 

Esta dualidad de la XO le confiere la capacidad de producir potentes oxidantes, 

pero también genera ácido úrico, un potente antioxidante (Ames et al., 1981; 

Becker, 1993; Halliwell et al., 1990). 
 
 

Hipoxantina +H2O + NAD+
 XDH Xantina + NADH + H+

 
 
 

Xantina + H2O + NAD+
 XDH Ácido Úrico + NADH + H+

 
 

 
 
 

Hipoxantina + H2O + 2 O2 
 

Xantina + H2O + 2 O2 
XO 

XO Xantina + 2 O2 
.- + 2H+

 

 
Ácido úrico + 2 O2 

.- + 2H+
 

 
 

Esta enzima en su forma deshidrogenasa no produce especies activadas de 

oxígeno, ya que emplea el NAD+  como aceptor de electrones (Kinnula et al., 

1995).  Así  como  la  XO  se  relaciona  con  diversos  procesos  patológicos  y 

produce un daño oxidativo a los tejidos, la XDH puede ser un importante 

componente de la defensa del organismo contra el daño provocado por las 

ERO a través de la acción antioxidante del ácido úrico. La enzima, in vivo, está 

mayoritariamente en la forma deshidrogenasa y esta enzima puede 

transformarse en la forma oxidasa, en ciertas condiciones, a través de un 

proceso reversible o bien a través de un proceso irreversible. La conversión de 

XDH a XO de forma reversible se produce mediante calentamiento o mediante 

oxidación y de forma irreversible por proteolisis (Stirpe et al., 1969). 
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En su forma oxidada, esta enzima emplea oxígeno molecular como aceptor de 

electrones produciendo radical O -, pero sabemos que puede producir también 
H2O2.  Si  se  produce  la  reducción  univalente  del  oxígeno  dará  lugar  a  la 

- formación de O2 (McCord et al., 1968) y si la reducción es divalente formará 
 

H2O2 (Fridovich, 1970; Porras et al., 1981). 
 
 

2.2.3.1.4 Sistema de transporte electrónico del retículo 

endoplásmico 
 

Estos sistemas de membrana contienen los citocromos P450 y b5, que pueden 

oxidar ácidos grasos insaturados y xenobióticos (Aust et al., 1993; Capdevila et 

al., 1981). Bajo la denominación de citocromos P450 se engloba un número muy 

elevado de proteínas con grupos hemo, ampliamente distribuidos entre los 

seres vivos y son considerados como los más poderosos agentes oxidantes in 

vivo, aunque también pueden actuar como agentes reductores. Son 

monooxigenasas que actúan activando el oxígeno molecular a especies 

electrofílicas de oxígeno (bien radicales o bien generadoras a su vez de 

radicales) que pueden ser liberadas en la célula (Foster et al., 1993). 
 

2.2.3.1.5 Peroxisomas 
 
 

Se denominan peroxisomas y microsomas a pequeñas vesículas (0,3-1,5 μM) 

provistas de membrana plasmática semipermeable, que contienen varias 

enzimas que producen o utilizan H2O2. 
 

Se refiere como un conjunto heterogéneo de vesículas membranosas que 

sedimentan a 100.000. Poseen una concentración elevada de oxidasas, como 

la D-aminoácido oxidasa y la acil-CoA oxidasa, para la degradación de ácidos 

grasos y aminoácidos, que producen H2O2 (Boveris et al., 1972), siendo una 

fuente importante de este radical. La CAT peroxisomal metaboliza la mayor 

parte del H2O2  formado en los peroxisomas (Barrett et al., 2009; Frei, 1994). 

Por otro lado, el citocromo P450 tiene un papel relevante en los microsomas en 

la detoxificación de xenobióticos (Philpot, 1991). 
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2.2.3.1.6 Reacción de Fenton-Haber-Weiss 
 
 

Aunque fue Fenton quien descubrió a finales del siglo XIX que se podían oxidar 

moléculas orgánicas por mezcla de H2O2 y el ion ferroso (Fe+2), fueron Haber y 

Weiss quienes posteriormente dieron una primera explicación del mecanismo 
de reacción. 

 
Consiste en la reducción del H2O2  por iones de metales de transición, sobre 

todo por Fe+2. El hierro parece ser el metal más importante que actúa en los 
sistemas biológicos, a pesar de que se puede realizar la reacción en menor 
medida  con  otros  metales  diferentes,  como  el  cobre  y  otros  iones.  Esta 

reacción se produce porque el Fe+2  reduce al H2O2  que a su vez se 

descompone en el radical hidroxilo y el ion hidroxilo. 
 

Para el hierro: H2O2 + Fe+2 → HO• + HO- + Fe+3
 

 
En general: ROOH + Fe+2 → RO• + HO- + Fe+3 

 
 

El Fe+2 se oxida con facilidad a Fe+3, que es químicamente más estable y muy 

insoluble. Por ello, el hierro libre que existe en los sistemas biológicos está en 

muy pequeñas cantidades y en forma férrica (Halliwell et al., 1986). Sin 

embargo, el ion férrico puede ser reducido por el ascorbato (Rowley et al., 
- 1983; Sawyer, 1988) y el radical O2 (Frei, 1994), con lo que genera un ciclo de 

 

producción continua de radicales hidroxilo: 
 
 

Fe+3 + O -• → Fe+2
 + O2 

 
Fe+3 + AH- → Fe+2 + A-• + H+ 

 
 
 
 
 

2.2.3.1.7 Otras enzimas y moléculas 
 
 

En la célula hay una gran variedad de componentes solubles capaces de 

producir reacciones de oxidación-reducción, por ejemplo los tioles, 

hidroquinonas, catecolaminas, flavinas y tetrahidropterinas. El radical primario 

formado en la reducción del oxígeno por estas moléculas es el O2 . Asimismo, 

también se produce H2O2 como producto secundario a partir de la dismutación 
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del radical O -
 (espontáneamente o catalizado enzimáticamente por la 

 

superóxido dismutasa (SOD)). 
 
 

Algunas enzimas citosólicas solubles como la enzima óxido nítrico sintasa, la 

aldehído oxidasa, la dihidroorotato deshidrogenasa, la flavinproteín 

deshidrogenasa y la triptófano dioxigenasa, también generan radicales libres 

durante su ciclo catalítico. Así mismo, existen enzimas unidas a la membrana 

plasmática, tales como la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa, que producen 

radicales libres en el metabolismo de su substrato, el ácido araquidónico, para 

dar potentes productos biológicos: prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos 

(White et al., 1990). 
 

2.2.3.2 Fuentes exógenas 
 
 

Algunos ejemplos de fuentes exógenas de ERO son: 
 
 

- Los metales pesados (cobre, cromo, vanadio y cobalto) cuya acción 

tóxica acontece a nivel de la membrana celular alterando la permeabilidad y el 

funcionamiento normal de las enzimas implicadas en el transporte activo (Stohs 

et al., 1995). 
 

- En la dieta ingerimos muchos compuestos de naturaleza prooxidante. 
 
 

- Los fármacos antineoplásicos (adriamicina, bleomicina, daunorrubicina) 
 

y antibióticos producen especies reactivas de oxígeno (Doroshow et al., 1983). 
 
 

- Los pesticidas (paraquat, malation) que producen un aumento de la 

peroxidación lipídica y una disminución de la peroxidación lipídica y una 

disminución  de  la  capacidad  antioxidante  (Djukic  et  al.,  2007).  Así  como 

aditivos industriales (PCBs, PBDEs) que pueden inducir estrés oxidativo, daño 

al ADN y apoptosis (Giordano et al., 2008; Venkataraman et al., 2007) 
 

- Además son fuente de radicales libres el humo del tabaco, las 

radiaciones  electromagnéticas,  la  polución  ambiental,  el  ozono,  etc (Ames, 

1983; Rock et al., 1996). 
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2.3) DEFENSAS ANTIOXIDANTES 
 
 

La clásica definición de antioxidante es cualquier sustancia que, en presencia 

del sustrato oxidable, retrasa considerablemente o inhibe la oxidación de tal 

sustrato. Un buen antioxidante se caracteriza por su alta efectividad, su 

variabilidad operativa y su versatilidad para combinarse con una importante 

variedad de ERO. 
 

Las defensas antioxidantes celulares, comprendidas fundamentalmente por 

moléculas y enzimas antioxidantes (EAO), evitan que los ERO se acumulen y 

ejerzan su efecto lesivo. Sólo cuando la capacidad antioxidante celular es 

superada podremos esperar que se acumule una cantidad de ERO dañina. Sin 

embargo, la función de las EAO se entiende hoy en día que va más allá del 

efecto de barrera defensiva y se interpreta en el contexto de una fina regulación 

del estado redox celular, con importantes implicaciones en la regulación del 

ciclo celular y de la muerte celular programada o apoptosis. Por ejemplo, entre 

las EAO, la superóxido dismutasa manganeso (SOD-Mn) ha sido caracterizada 

por muchos estudios como enzima antiapoptótica, efecto que ejerce frente a 

una  amplia  variedad  de  estímulos  apoptóticos  (Bernard  et  al.,  2001a; 

Kiningham et al., 1999; Manna et al., 1998). 
 

Las ERO pueden ser eliminados mediante sistemas enzimáticos y no 

enzimáticos que se exponen resumidamente a continuación. 
 

2.3.1. Sistema antioxidante no enzimático 
 
 

El sistema no enzimático está formado por una serie de compuestos de bajo 

peso molecular y mayoritariamente de origen exógeno. Estos compuestos, a 

diferencia de los enzimáticos, se consumen durante su acción antioxidante y 

deben ser reemplazados. Algunos provienen principalmente de la dieta a través 

de aportes de vitamina E, vitamina C, betacarotenos, polifenoles, flavonoides y 

oligoelementos. Además existen algunos componentes de origen endógeno 

como el glutatión (GSH), la metalotioneina, el ácido úrico, la bilirrubina, la 

coenzima Q y ciertas proteínas plasmáticas que ejercen un rol protector (Sies 

et al., 1995a; Sies et al., 1995b). 
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2.3.2. Sistemas antioxidantes enzimáticos 
 
 

Probablemente, este sistema constituya la defensa endógena más importante 

contra el daño provocado por las ERO. El sistema antioxidante enzimático está 

formado por una serie de enzimas con capacidad antioxidante de origen 

endógeno, que no se consumen al reaccionar con las ERO y que dependen de 

ciertos cofactores, generalmente de metales como Cu, Fe, Mn, Zn o Se. 
 

Este sistema constituye la primera y principal línea de defensa contra las ERO. 

Está integrado por tres enzimas fundamentales que trabajan en cadena para 

desactivar selectivamente radicales libres: la superóxido dismutasa (SOD), la 

catalasa (CAT) y la glutatión peroxidasa (GPx). Otras dos enzimas, glutatión 

reductasa (GR) y glutatión-S-transferasa  (GST), no son estrictamente EAO 

pero colaboran indirectamente con la GPx, contribuyen a regular el pool 

intracelular de glutatión reducido (GSH), uno de los principales antioxidantes 

celulares no enzimáticos. 
 

En rasgos generales, la SOD cataliza la destrucción del radical O -, formando 

H2O2 como producto de una reacción que es acelerada unas diez mil veces por 

la SOD (Mc Cord y Fridovich, 1969). La CAT y GPx neutralizan H2O2 y lo 

convierten   en   H2O   y   O2.   Finalmente,   la   GR   regenera   los   depósitos 

intracelulares de GSH, a partir de GSSG y NADPH. La GST cataliza la 

conjugación de xenobióticos, ERO y toxinas con GSH. 
 

2.3.2.1 Superóxido dismutasa 
 
 

Poco después del descubrimiento de la actividad de la SOD por McCord y 

Fridovich  en  1969  (McCord  et al.,  1969),  se  puso  de  manifiesto  que  esta 

enzima es absolutamente necesaria para mantener la vida en los organismos 

aeróbicos. Como se mencionó antes, la SOD cataliza la dismutación del O - 

convirtiéndolo en H2O2, en lo que parece ser la reacción enzimática más rápida 

conocida. En consecuencia, la pérdida de la función de SOD puede inducir una 
- toxicidad oxidativa celular a través de un aumento de los niveles de O2 

importante aún, en sus metabolitos derivados como el OH● o el ONOO-. 

o, más 
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En los seres humanos, existen diferentes isoformas de la enzima SOD, 

diferenciándose en su estructura y según contenga uno u otro ión metálico en 

su centro activo, separándose en dos clases filogenéticas dependiendo de la 

similitud en la secuencia de aminoácidos, pero todas ellas catalizan la misma 

reacción química con una eficacia comparable (Fridovich, 1983). Incluye 

enzimas localizadas en orgánulos, compartimentos subcelulares y en pequeñas 

cantidades en líquidos extracelulares. Existen tres isoformas de SOD en los 

seres humanos; la citoplasmática o cobre/zinc (SOD-Cu/Zn), la mitocondrial o 

manganeso (SOD-Mn) y una extracelular (SOD-EC) (Zelko et al., 2002). Todas 

se distribuyen en células eucariotas. 
 
 
 
 
 
 
 

La SOD Cu/Zn es dimérica, cianuro sensible, con peso molecular de 

aproximadamente 32 kDa y su gen se localiza en el cromosoma 11. Aunque 

habitualmente se encuentra difusa por todo el citoplasma, también se ha 

localizado en menor medida en el núcleo y, pese a que se describe como 

ausente en la mitocondria, se ha encontrado en el espacio intermembrana de 

ésta, en los lisosomas y en los peroxisomas (Keller et al., 1991). Es de lejos la 

isoforma más abundante de SOD, constituye aproximadamente el 70% de la 

actividad de la SOD total (Marklund, 1984). Se puede encontrar en el epitelio y 

en todos los tipos de fagocitos de la mayoría de los órganos (Pietarinen-Runtti 

et al., 2000). Se distribuye principalmente en los tejidos con gran actividad 

metabólica como hígado, cerebro, testículos, riñón y en menor proporción en 

eritrocitos, pulmón y páncreas. 
 

Aparte de neutralizar el radical O -, SOD-Cu/Zn también puede aceptar H O 

como sustrato para interactuar con el cobre reducido (Cu+) (Yim et al., 1990). 

Esta reacción reduce H2O2, con la formación de OH●. Además, SOD-Cu/Zn 

puede aceptar ONOO- como sustrato, formando iones nitronio que, 

posteriormente,  se  pueden  transferir  a  los  grupos  nitrato  de  tirosinas  de 

diferentes proteínas (Ischiropoulos et al., 1992). La doble función de SOD sobre 
- el  O2 y  el  H2O2  es  cada  vez  más  reconocida.  En  los  seres  humanos,  la 

 

sobreexpresión  de  SOD-Cu/Zn  se  ha  asociado  con  el  síndrome  de  Down 
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(Kedziora et al., 1988) y su gen se ha relacionado con la enfermedad 

degenerativa de la motoneurona o esclerosis lateral amiotrófica (Rosen et al., 

1993). 
 
 

La SOD-Mn es tetramérica, con peso molecular de unos 96 kDa, contiene un 

átomo de Mn por subunidad y su gen se localiza en el cromosoma 6. Se 

localiza principalmente en la matriz mitocondrial, pero también se encuentra en 

el citosol, donde se piensa que tiene lugar su biosíntesis, siendo entonces 

transportada al interior de la mitocondria. Su presencia en la mitocondria es de 

gran importancia, puesto que la cadena respiratoria mitocondrial es una de las 

principales fuentes generadoras de radicales libres en las células (Boveris et 

al., 1973; Kinnula et al., 1995). Constituye aproximadamente el 15% del total de 

actividad SOD de los tejidos (Marklund, 1984), donde es detectada en las 

células epiteliales así como en fagocitos. Se distribuye fundamentalmente en 

aquellos tejidos en los que el proceso respiratorio es alto, como el miocardio. 

La importancia de esta isoenzima y de la potencial toxicidad mitocondrial del 
- O2   producido, se ha ilustrado de manera efectiva en ratones knockout para el 

 

gen SOD-Mn, que mueren pocos días después del nacimiento, mientras que 

los knockout para SOD-Cu/Zn y SOD extracelular (SOD-EC) sobreviven 

bastante bien al estrés. 
 

Extracelularmente aparece otra isoforma ligada al cobre y al zinc (SOD-EC), 

descrita más recientemente, tetramérica y caracterizada por su gran peso 

molecular de unos 135 kDa (Marklund et al., 1982). Posee una alta afinidad por 

los  glicosaminoglicanos,  tales  como  la  heparina  (Marklund,  1982),  por  ello 

puede existir en concentraciones muy altas en los compartimientos 

extracelulares, mientras que se estima que sólo representa el 0,5-17% de la 

actividad de la SOD total en los tejidos (Marklund, 1984). Aunque esta isoforma 

es detectable en plasma, se localiza principalmente en el intersticio, con ello 
- probablemente  pueda  interceptar  el  daño  causado  por  el  O2 que  liberan 

 

neutrófilos y macrófagos al ejercer su función. Sin embargo, en algunos casos, 

puede almacenarse intracelularmente en vesículas secretoras, lo cual podría 
- contribuir en la protección contra el radical O2 (Marklund, 2002). Finalmente, se 

 

ha observado que en el pulmón humano tiene una distribución específica en la 

matriz del tejido conectivo, en células del músculo liso de alrededor de los 
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vasos más grandes y en las vías respiratorias (Oury et al., 1994). Basándose 

en estos hallazgos, se ha especulado que puede contribuir a la protección de 

los elementos de la matriz de colágeno contra las ERO o participar en la 

modulación del tono vascular por la prevención de la conversión de NO a 

ONOO- (Oury et al., 1996). 
 

Finalmente, existe otro tipo de SOD, estrechamente relacionada con la SOD- 

Mn que contiene hierro, la SOD-Fe, de origen procariota pero que sólo se 

encuentra en algunas especies de bacterias y plantas. 
 

Sólo un equilibrio o la coordinada acción de las tres enzimas SOD (Mn, Cu/Zn y 

Fe) asegura una baja concentración de ERO en la célula, y por lo tanto sus 

actividades deben ser reguladas de manera muy precisa. La regulación de la 

expresión de las isoenzimas SOD se ha investigado en numerosos estudios in 

vitro e in vivo y todos coinciden en que la SOD-Cu/Zn se expresa 

constitutivamente, mientras que la SOD-Mn es altamente inducible. 
 

La transcripción del gen SOD-Cu/Zn parece estar controlada por factores 

relacionados con el Sp-1 y se afecta ligeramente por la exposición a citoquinas, 

oxidantes u otras formas de estrés, como la radiación ultravioleta. Además de 

su expresión constitutiva, en los macrófagos, la actividad SOD-Cu/Zn puede 

ser inducida por las hormonas tiroideas y la insulina. El gen SOD-Cu/Zn está 

regulado por los factores de transcripción NF-κB y el factor activador de la 

proteína 1 (AP-1), lo que hace que sea fácilmente inducible en condiciones 

inflamatorias. 
 

La expresión de la SOD-EC, como el caso de SOD-Cu/Zn es constitutiva, no 

está influenciada por su sustrato u otras ERO. Sin embargo, puede elevarse 

por el IFN-γ y disminuir por la IL-1, TNF-α y TGF-β (Allen et al., 2000). 
 

La regulación de la expresión de SOD-Mn se ha demostrado tras la exposición 

a diversos oxidantes como el TNF-α, la interleucina (IL)-1 y la IL-6, el interferón 

(IFN)-γ, la irradiación o las endotoxinas. La insulina y dexametasona pueden 

reducir la actividad de la SOD-Mn tanto en los macrófagos como en las células 

epiteliales intestinales. 
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Existe evidencia científica que relaciona diferentes SNPs de SOD-Mn con el 

desarrollo de enfermedades crónicas y autoinmunes, así como con distintos 

cánceres. En este sentido el SNP rs4880 se ha relacionado con el Parkinson 

(Shimoda-Matsubayashi et al., 1996) y con la diabetes mellitus (Flekac et al., 

2008). La demencia de Alzheimer se ha relacionado con SNPs de SOD como 

el rs5746136 y el rs2758346 (Wiener et al., 2007). La espina bífida se ha 

correlacionado con otros polimorfismos de SOD como el rs5746096 y el 

rs2758346 (Davidson et al., 2008). El lupus eritematoso sistémico también se 

ha visto correlacionado con diferentes SNPs de SOD-Mn como el rs52812045 

(Piotrowski et al., 2010; Sobkowiak et al., 2008). Otros polimorfismos como el 

rs2758339 se han relacionado con el riesgo de aparición de numerosos 

cánceres (Bag et al., 2008; Hernandez-Saavedra et al., 2009; Sutton et al., 

2006; Wang et al., 2009; Wheatley-Price et al., 2008). 
 
 

2.3.2.2. Catalasa 
 
 

Esta enzima se halla fundamentalmente en los peroxisomas (Tolbert et al., 

1981),   si   bien   recientemente   se   ha   descrito   cierta   actividad   CAT   en 

mitocondrias y en el citosol también (Rodriguez et al., 2000). Su actividad en el 

medio extracelular es insignificante. Posee un peso molecular muy alto de 240 

kDa  y  su  gen  en  humanos  se  localiza  en  el  cromosoma  11.  Es  una 

hemoenzima tetramérica en la que el átomo de Fe realiza el intercambio redox. 
 
 
 
 
 
 
 
 

CAT es una de las enzimas conocidas más eficientes sin embargo, aunque 

actúa sobre todo cuando las concentraciones de H2O2 son elevadas y se 

distribuye ampliamente por los tejidos. Se encuentra en altas cantidades en 

hígado, riñón y eritrocitos. Se ha descrito su presencia en la mitocondria de 

corazón y en intestino (Bhaskar et al., 1995; Durak et al., 2000), pero no en la 

de otros tejidos incluido el músculo esquelético (Turrens, 2003). Su actividad 

varía no sólo según el órgano, sino en la misma célula; algunas de ellas 

estimulan la producción de CAT ante incrementos de la producción de H2O2. 
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Algunos datos de la literatura científica centraron nuestro interés en intentar 

dilucidar las consecuencias de esta inhibición permanente de la CAT en los 

pacientes con EC. En el lupus eritematoso sistémico la patogenia es 

desconocida,   sin   embargo   es   una   entidad   autoinmune   de   naturaleza 

inflamatoria donde el estrés oxidativo se ha visto implicado en la patogenia 

(Bauer et al., 1999) con el consecuente daño oxidativo (Kurien et al., 2003; 

Warchol et al., 2008). Un estudio ha reportado en el suero de pacientes con 

lupus eritematoso sistémico un aumento de la actividad SOD y de los niveles 

de MDA así como una disminución de las enzimas GPx y CAT (Taysi et al., 
- 2002).  Argumentan  que  el  aumento  de  O2 es  convertido  en  H2O2  por  un 

 

aumento de actividad SOD, pero que el H2O2 no puede ser detoxificado por las 

enzimas CAT y GPx porque su actividad está disminuida. Este H2O2 es 

convertido pues en radical hidroxil y ácido hipocloroso por la mieloperoxidasa, 

lo cual se traduce en un aumento del MDA reflejo del daño por estrés oxidativo. 

Además, en la literatura existen descritas varias mutaciones de la enzima CAT 

(Goth et al., 2004) las cuales tienen relación con el desarrollo de enfermedades 

como la diabetes mellitus (Chistiakov et al., 2000), el vitíligo (Casp et al., 2002; 

Schallreuter et al., 1991) o la hipertensión (Jiang et al., 2001). Desde el punto 

de vista clínico, se han descrito situaciones de acatalasemia que puede 

manifestarse bajo una condición homocigota (con un 10 % de actividad CAT 

residual) o en condiciones heterocigotas (manteniendo un 50% de actividad 

CAT). En general, la acatalasemia es un síndrome relativamente benigno cuya 

manifestación descrita clásicamente es la ulceración y gangrena oral 

(enfermedad de Takahara) (Gross et al., 1977; Matsunaga et al., 1985), la cual 

podría producirse por una deficiencia de CAT en el tejido oral, donde se 

considera que jugaría un papel importante la flora bacteriana, el grado de 

higiene y otros factores ambientales. Últimamente se han descrito otras 

manifestaciones clínicas en relación a una alteración del metabolismo lipídico y 

por tanto, un aumento del riesgo de enfermedad arterial coronaria (Goth, 2000). 

Recientemente se ha revisado todas las situaciones de acatalasemia descritas, 

así como las alteraciones genéticas que las determinan (Ogata et al., 2008). 
 

Existe evidencia científica que relaciona diferentes SNPs de CAT con el 

desarrollo de enfermedades crónicas y autoinmunes. Así el rs7943316 con 
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fenotipo AA se asocia con aumento del riesgo de asma en relación a la 

exposición de oxidantes (tabaco) y a la toma de antioxidantes (vegetales) 

(Polonikov et al., 2009). El polimorfismo rs1001179 con el fenotipo –262 TT se 

ha  asociado  con  un  menor  grado  de  actividad  en  la  artritis  reumatoide 

(Bohanec Grabar et al., 2009). Polimorfismos como rs769217, rs704724 y 

rs1001179 se han relacionado con el vitíligo (Em et al., 2007; Gavalas et al., 

2006). Otros SNPs como el rs7943316, rs1049982, rs525938, rs2268064, 

rs2300182, rs3758730 y rs2284365 tienen alta influencia en el desarrollo de 

osteonecrosis tanto protegiendo como ayudando en la aparición de la 

enfermedad (Kim et al., 2008). Finalmente, los SNPs rs494024, rs12273124 y 

rs475043 se han asociado con la aparición de sordera en sujetos expuestos a 

altos niveles de ruido donde es conocido que el aumento de estrés oxidativo es 

un factor clave en la aparición de la enfermedad (Konings et al., 2007). 
 

Sin embargo, no toda alteración de la actividad CAT depende de una mutación, 

sino que en ocasiones, como en las células tumorales, es debida a una 

disminución de la expresión del gen (Goth et al., 1996; Sato et al., 1992) o bien 

es debida al efecto de mecanismos reguladores post transcripcionales. 
 

Estudios  realizados  “in  vivo”,  aunque  en  animales,  demuestran  que  la 

exposición de células al TNF-α también determina una disminución de la 

actividad CAT (Yasmineh et al., 1991) así como de la expresión de ARNm de 

CAT (Beier et al., 1997). Además, experimentalmente se ha observado que la 

enzima CAT se regula post-transcripcionalmente gracias a una proteína de 

pulmón de rata que degrada el ARNm de CAT (Clerch et al., 1992) y, asimismo, 

hay  varias  moléculas  de  señalización,  como  son  distintas  proteinquinasas 

(PKA, PKCγ y PKCζ), proteinfosfatasas (1γ y 2A), que pueden modificar su 

actividad (Yano et al., 2002). 
 

Finalmente, se ha descrito recientemente un mecanismo que relaciona la 

regulación de la CAT con la respuesta inflamatoria, de modo que (Perez-Rivero 

et al., 2008) se describe “in vitro” que una deficiencia de telomerasa, enzima 

que impide el acortamiento de telómeros y, por tanto,el envejecimiento celular, 

induce una disminución de la actividad CAT con la consecuente producción de 

radicales  libres,  los  cuales  a  su  vez  promueven  la  síntesis  de  citoquinas 
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profibróticas (como el TGF-β1) y de proteínas de la matriz extracelular (tales 

como fibronectina). Por lo tanto, por primera vez se demuestra que la 

modificación de la actividad CAT va emparejada a modulaciones de síntesis de 

citoquinas y, por tanto, tiene un impacto funcional más allá de la simple defensa 

antioxidante. 
 

2.3.2.3. Glutatión peroxidasa 
 
 

La GPx desempeña la misma función que la CAT, pero con mayor afinidad por 
el H2O2, por ello juega un papel primordial en su detoxificación y también en la 

de los lipoperóxidos que se generan en las células, evitando la oxidación de 

lípidos  mediada  por  el  ONOO-.  Al  igual  que  la  CAT,  también  puede 
contener hierro. 

 
La GPx a nivel intracelular se localiza en el citosol y menos en la matriz 

mitocondrial y los peroxisomas. Las diferentes isoenzimas que se conocen se 

expresan en tejidos específicos de los mamíferos, algunas se han localizado en 

las células de absorción del epitelio intestinal (Tham et al., 1998). 
 

Se ha expuesto anteriormente que CAT y GPx funcionalmente son iguales, no 

obstante, GPx reviste mayor importancia porque posee más afinidad por el 

H2O2  y actúa con niveles bajos de éste. Además, en células inflamatorias de 

humanos, GPx y su sustrato glutatión, se encuentran preferentemente en 

monocitos frente a neutrófilos, mientras que CAT está en niveles mucho más 

altos en los neutrófilos que en los monocitos. Todas estas observaciones junto 

con diversos datos in vitro (Hata et al., 1997; Masaki et al., 1998), indican que 

el glutatión/GPx en el ciclo redox actúa como la defensa principal contra una 

baja y continua exposición al H2O2, mientras que CAT se vuelve más 

significativa en las condiciones de estrés oxidativo agudo grave. Existen 

estudios que parecen indicar que la función primordial de la enzima CAT no 

sería tanto la de detoxificar H2O2, sino la de la regulación de la apoptosis 

(Nenoi et al., 2001). En este sentido, el gen de la CAT parece ser insensible al 

estrés oxidativo de forma que no se expresa cuando aumentan las ERO y por 

tanto, se considera un gen “housekeeper” no regulado (Yoo et al., 1994). 
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Hay dos tipos de GPx, una forma dependiente de selenio (Se) y otra que no lo 

es (Ketterer, 1986). En la primera, denominada GPx1, el Se es un elemento 

esencial para su actividad y controla la síntesis de la proteína, es tetramérica, 

de unos 80 kDa y su gen se localiza en el cromosoma 3. Elimina tanto 

hidroperóxidos orgánicos (ROOH) como inorgánicos (H2O2). La otra forma no 

tiene Se, posee menor peso molecular, es dimérica y sólo es capaz de eliminar 

ROOH. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Existe poca información a cerca de la regulación de la expresión de la enzima 

GPx metabolizadora del H2O2. Sus niveles de expresión son inducidos por la 

exposición a H2O2. La insulina aumenta las actividades de GPx, y también de 

CAT, en macrófagos; mientras que las hormonas tiroideas y glucocorticoides 

reducen su actividad. 
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2.4) ESTRÉS OXIDATIVO 
 
 

2.4.1. Concepto 
 
 

Los organismos han desarrollado mecanismos de defensa frente a la acción 

tóxica de los radicales libres, que permiten su eliminación o transformación en 

moléculas estables. La formación de un gran número de ERO derivadas del O2, 

si no es contrarrestada por agentes antioxidantes, provocan lesiones intra y 

extracelulares (Cerutti et al., 1991). Para contrarrestar los efectos nocivos de 

las   ERO,   el   organismo   posee   sus   propios   mecanismos   de   defensa 

antioxidante. Al conjunto de estos mecanismos se le llama capacidad 
antioxidante del organismo. 

 
Todos los sistemas biológicos están en un estado de equilibrio aproximado 

entre las fuerzas prooxidantes y la capacidad antioxidante. Cuando la 

producción de ERO por las células excede su capacidad de interceptarlos y 

eliminarlos alcanzando unos niveles tóxicos, se produce un desequilibrio 

oxidativo que se conoce como estrés oxidativo. No obstante, aunque ésta es 

la situación más habitual, el estrés oxidativo puede originarse bien por un 

exceso de sustancias pro-oxidantes, bien por una deficiencia de agentes 

antioxidantes o por ambos factores a la vez. 
 

Figura 2.4. Balanza prooxidante-antioxidante en situación de desequilibrio a favor del daño 

oxidativo. 
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2.4.2. Índices de estrés oxidativo. 
 
 

Los mecanismos por los que las ERO producen lesión celular son complejos, 

además pueden lesionar diversos tipos de estructuras diana, lo cual depende 

del agente reactivo y de su lugar de generación. La oxidación se produce 

principalmente a nivel de lípidos, glúcidos, ácidos nucleicos y proteínas. Las 

ERO  atacan  a  estas  biomoléculas  y  son  capaces  de  oxidarlas  causando 

pérdida de función, acumulación de moléculas oxidadas, mutaciones, etc. Los 

lípidos son los más susceptibles a ser dañados oxidativamente y dentro de 

ellos los ácidos grasos poliinsaturados (Cheeseman et al., 1993). 
 

Dada la importancia del daño que el estrés oxidativo puede producir en las 

células  y  en  el  organismo,  en  los  últimos  años  se  ha  intentado  encontrar 

índices que nos permitan medirlo. Podemos determinar el impacto del estrés 

oxidativo sobre el organismo midiendo de forma indirecta los productos de la 

oxidación de las diferentes biomoléculas. 
 

2.4.2.1 Daño oxidativo a lípidos 
 
 

Todas las células están rodeadas por una membrana celular que las separa del 

medio extracelular. La estructura básica de todas las membranas biológicas es 

la  bicapa  lipídica,  la  cual  funciona  como  una  barrera  de  permeabilidad 

selectiva.   Los   lípidos   de   las   membranas   celulares   contienen   grandes 

cantidades de ácidos grasos poliinsaturados susceptibles de sufrir lesión 

oxidativa. 
 

El mecanismo se denomina peroxidación lipídica y comienza cuando una ERO, 

generalmente OH•, ataca un carbono, sobre todo a nivel de dobles enlaces 

(altamente reactivos) de las cadenas hidrofóbicas de fosfolípidos que forman la 

bicapa de las membranas biológicas. Éstos actúan eliminando un átomo de 

hidrógeno  de  los  ácidos  grasos  poliinsaturados  y  generando  un  radical 

alquílico, el cual reacciona con el O2  y forma un radical peróxido, R-COO•. 

Estos radicales  pueden  a  su  vez  reaccionar  con  otras  cadenas  de  ácidos 

grasos adyacentes dando lugar a la formación de un gran número de productos 

de oxidación, principalmente aldehídos (malondialdehído o MDA) e 

hidrocarburos de cadena corta (etano y etileno) (Frei, 1994; Halliwell, 1994). De 
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esta forma se propaga la reacción y los fosfolípidos se destruyen y 

desorganizan. 
 

La acumulación de hidroperóxidos en la membrana celular tiene un profundo 

efecto sobre su fluidez, así como sobre la actividad de las enzimas de 

membrana transportadoras, los receptores de membrana y otras proteínas 

(Jourd'Heuil et al., 1993). El resultado de la peroxidación lipídica produce 

cambios en la permeabilidad y la selectividad de la membrana con pérdida de 

su funcionamiento y, en última instancia, conduce a alteraciones en la 

homeostasis y el metabolismo celular. Por otra parte, los hidroperóxidos y 

aldehídos, son directamente tóxicos para las células y sus organelas, tienen 

propiedades quimiotácticas de neutrófilos y puede regular la producción de 

citoquinas (Aw, 1998). 
 

La peroxidación de lípidos se acelera sólo cuando los sistemas de 

desintoxicación   celular   no   han   logrado   eliminar   de   manera   eficaz   los 

precursores de OH•, en particular el H2O2. Una vez iniciada la reacción, la 

peroxidación de lípidos es combatida satisfactoriamente por los antioxidantes 

liposolubles como el alpha-tocoferol (vitamina E), aunque también se ha 

demostrado  que  el  NO  puede  actuar  como  un  antioxidante  que  rompe  la 

cadena contra la peroxidación lipídica (Hogg et al., 1999). 
 

2.4.2.2 Daño oxidativo a proteínas 
 
 

Las proteínas son importantes constituyentes de las células y todos los 

aminoácidos presentes en ellas tienen residuos susceptibles de ser atacados 

por los radicales libres. La tirosina, la fenilalanina, el triptófano, la histidina, la 

metionina y la cisteína son los que más procesos oxidativos sufren (Davies, 

1987).  Una  pequeña  modificación  puede  suponer  un  gran  cambio  en  la 

actividad biológica de la proteína. 
 

Para que las ERO produzcan daño a las proteínas, es necesario que se 

acumulen o que el daño vaya dirigido a un lugar concreto de la proteína. El 

radical OH• es el más efectivo en la inducción del daño oxidativo a proteínas. 

Generalmente, el proceso conlleva la introducción de grupos carbonilo e 

hidroxilo que provocan un cambio de la función, del recambio y degradación de 
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la proteína. Otros efectos secundarios incluyen la fragmentación, el cross- 

linking y el desdoblamiento de proteína. De esta forma el contenido en 

carbonilos de las proteínas se puede emplear como un indicador de daño 

oxidativo a las mismas (Stadtman et al., 1992). También es conocido que el 

radical OH● interactúa con muchos aminoácidos y, en ocasiones, genera daños 

puntuales a proteínas que están unidas a metales de transición, hecho muy 

frecuente. 
 

Otra modificación permanente que puede afectar desfavorablemente la función 

biológica de proteínas es la nitración de residuos de tirosinas por ONOO-. La 

tirosina es un aminoácido importante, implicado en reacciones de de- y 

fosforilación y en las vías de transducción de señales. La nitración no sólo 

puede comprometer la función de la proteína, sino que también puede tener 

consecuencias  serias  en  la  regulación  celular.  Es de  gran  interés  que  las 
- enzimas SOD que catalizan la reacción de dismutación del radical O2 para 

 

formar H2O2, han sido identificadas como objetivos específicos de nitración. Se 

ha observado que la nitración de la SOD-Cu/Zn citoplasmática in vitro ocurre 

sin la producir pérdida de la actividad enzimática (Ischiropoulos et al., 1992), 

mientras que en modelos de rechazo de transplante de riñón la nitración de la 

tirosina de SOD-Mn mitocondrial se asocia con pérdida de la función de la 

enzima (MacMillan-Crow et al., 1996). Sin embargo, se debe mencionar que la 

nitración e inactivación de la proteína también podría ocurrir por una vía ONOO- 

independiente, es decir, catalizada por la mieloperoxidasa. 
 

Además, muchas ERO son capaces de oxidar los grupos sulfihidrilos (-SH-) de 

las proteínas alterando su conformación espacial y, como consecuencia, su 

función. 
 

Los cambios en la estructura de las proteínas también pueden ser debidos a 

errores en la síntesis de las mismas por el efecto de los ERO. La nueva 

estructura molecular formada puede provocar la pérdida de funcionalidad e 

iniciar una cadena de alteraciones en el metabolismo celular. En general, 

enzimas proteolíticas presentes en la célula eliminan rápidamente la mayor 

parte de proteínas dañadas. El grado de afectación de la célula por el ataque 

de las ERO a proteínas es muy amplio y si el organismo no responde de 
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manera adecuada, teniendo en cuenta que las proteínas regulan multitud de 

funciones, las ERO pueden favorecer la aparición de patologías graves. 
 

2.4.2.3 Daño oxidativo al ADN 
 

Tanto el ADN nuclear como mitocondrial son puntos de ataque de las ERO, los 

cuales pueden producir alteraciones estructurales en el ADN, por rotura de las 

hebras y alteración por hidroxilación de las bases que la componen, 

conduciendo a la depleción de la adenosina trifosfato y a mutaciones génicas, 

que producirán transformación maligna o muerte celular. 
 

 

El O –
 es relativamente poco reactivo con el ADN, en cambio tanto el NO como 

 

el ONOO- han sido implicados en el daño directo a la cromatina (Cuzzocrea et 

al., 1998; Nguyen et al., 1992). El radical OH● es el que produce la mayor parte 
de alteraciones y ataca cualquier posición del azúcar desoxirribosa del ADN 
provocando la ruptura de una o las dos cadenas. Una vez el H2O2 escapa de la 

neutralización por enzimas citosólicas y alcanza el núcleo, reacciona con el 

hierro de la cromatina (o el cobre liberado por la SOD-Cu/Zn) produciendo OH● 

in situ, el cual atacará los residuos de ADN cercano. La protección contra el 

daño del ADN mediado por OH● puede venir de una proteína rica en tiol, la 

metalotioneina, que no puede eliminar todo el OH●, de forma que se acumula 
en el núcleo de célula durante las fases del ciclo. 

 
La oxidación de las bases nitrogenadas del ADN por acción de las ERO da 

lugar a diversos productos. Tres de las bases modificadas más importantes 

son: la guanina que se oxida a 8-hidroxiguanina y su equivalente 2’- 

deoxinucleósico, la 7,8-dihidro-8-oxo-2’-deoxiguanosina (8-oxo-dG); la adenina 

que se oxida a 8-hidroxiadenina; y la timina que se oxida a timina glicol. Estos 

productos de oxidación pueden ser usados para determinar el grado de ataque 

de las ERO al ADN (Cathcart et al., 1984; Shigenaga et al., 1989). 
 

Aunque existen enzimas que reparan las alteraciones del ADN (por ejemplo, la 

ya comentada metalotioneina), si el daño es muy extenso, no pueden reparar 

todo. Consecuentemente, durante la replicación de ese ADN dañado, las ADN 

polimerasas  incorporan  bases  equivocadas  al  leer  la  base  oxidada, 

perpetuando la mutación y transmitiéndola a las futuras generaciones celulares. 
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2.5) ESTRÉS OXIDATIVO Y ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL 
 
 

2.5.1. Evidencia de estrés oxidativo en la EII 
 
 

En los últimos años, se ha prestado especial atención al papel del estrés 

oxidativo como agente etiológico y/o factor desencadenante de la EII, lo que ha 

despertado un interés creciente y ha sido progresivamente revisado (Kruidenier 

et al., 2002; Pavlick et al., 2002; Rezaie et al., 2007). 
 

Las células inmunes activadas que alcanzan la mucosa en la EII liberan una 

serie de ERO que son potencialmente perjudiciales, sobre todo cuando existe 

una disminución de las defensas antioxidantes y el estrés oxidativo se ha 

establecido (Fantone et al., 1982; Grisham, 1994). De hecho, en las células 

epiteliales de la mucosa de los pacientes con EII existe evidencia de lesión 

secundaria al efecto de las ERO y una disminucion de las defensas 

antioxidantes (Kruidenier et al., 2003a; Kruidenier et al., 2003c; Lih-Brody et al., 

1996; McKenzie et al., 1996; Mulder et al., 1991; Tuzun et al., 2002). La 

medición del daño oxidativo in vivo en humanos con EII, se ha basado 

fundamentalmente en la evaluación de moléculas oxidativamente modificadas. 

Respecto al daño oxidativo a lípidos, se han documentado incrementos de los 

niveles de metabolitos tipo MDA y 4-hidroxinonenal en la mucosa de pacientes 

con EII (Chiarpotto et al., 1997; Selley, 1997), así como también, aumento de la 

excreción de etano y pentano en la respiración de estos pacientes como 

marcadores no invasivos de peroxidación lipídica, que en muchas ocasiones se 

correlacionaban con la actividad de la enfermedad (Aghdassi et al., 2000; Pelli 

et al., 1999; Sedghi et al., 1994). 
 

El daño oxidativo al ADN en la mucosa ha sido evaluado en un solo estudio 

encontrando un incremento en los niveles de 8-oxo-dG (Lih-Brody et al., 1996). 

En  relación  al  daño  oxidativo  a  proteínas,  en  este  mismo  trabajo  se  ha 

reportado un incremento del contenido de carbonil (Lih-Brody et al., 1996) y por 

inmunohistoquimia se ha establecido un aumento de la 3-nitrotirosina (indicador 

de   la   nitración   de   residuos   de   tirosinas   por   ONOO-)  en   las   células 
 

mononucleares de la lámina propria de estos pacientes, correlacionándose con 
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la actividad de la enfermedad (Dijkstra et al., 1998; Kimura et al., 1998; Singer 
 

et al., 1996). 
 
 

Además, el daño oxidativo parece afectar de igual modo a los leucocitos de 

sangre   periférica   así   como   la   consecuente   bajada   de   las   defensas 

antioxidantes plasmáticas (D'Odorico et al., 2001; Kitahora et al., 1988; 

Koutroubakis et al., 2004). No obstante, los niveles excesivos de ERO en la EII 

en comparación con los sujetos sanos no sólo se detectan en la mucosa y 

leucocitos de sangre periférica, sino en una gran variedad sustancias orgánicas 

como el plasma, el suero, la saliva y el aire exhalado sobre todo en los 

pacientes con EC (Rezaie et al., 2006; Tuzun et al., 2002; Wendland et al., 

2001). 
 
 

2.5.2. Especies reactivas de oxígeno 
 
 

En la mayoría de los estudios realizados hasta ahora, la presencia de ERO en 

la EII se ha medido indirectamente, de acuerdo a los niveles de las moléculas 

dañadas por oxidación (Kruidenier et al., 2002), siendo pocos los estudios que 

se han llevado a cabo para caracterizar las ERO directamente implicadas. La 

razón principal de esto radica, sin duda, en la dificultad técnica para medir 

directamente en células y tejidos, debido a la corta vida media biológica de las 

ERO. A lo largo de los años, varias técnicas de fácil manejo han sido 

desarrolladas para realizar medidas, como la histoquimia y ensayos 

colorimétricos, pero todas ellas carecen de la sensibilidad y especificidad 

suficiente. Se podría argumentar que las técnicas para la medición de 

compuestos de corta vida media biológica son caras y está restringida su 

aplicación (Faulkner et al., 1993; Mueller, 2000; Togashi et al., 2000). Es el 

caso de las técnicas más eficientes para medir las ERO, como la ESR (electron 

spin resonance), la espectroscopia y la quimioluminescencia, que implican un 

equipo de laboratorio muy caro y altamente especializado. Además, la mayor 

parte de estos estudios se realizan ex vivo y su extrapolación a la situación in 

vivo es cuestionable. 
 

Sin embargo, durante las últimas décadas, muchos estudios han demostrado 

que los niveles de ERO específicas pueden ser detectados por una técnica 
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bastante  accesible,  la  citometría  de  flujo  mediante  tintes  fluorescentes 
 

(Armstrong et al., 2007; Carter et al., 1994; Matteucci et al., 2008; Ye et al., 
 

2004). Existen estudios que han evaluado niveles de ERO directamente en la 

EII aplicando técnicas de quimioluminescencia sobre biopsias de colon de 

pacientes con CU y EC. Sus resultados han sido constantes. Al comparar con 

mucosa control normal, la producción de ERO es considerablemente superior 

en las muestras de mucosa de EII, además se correlaciona positivamente con 

el grado de actividad de la enfermedad y parece ser derivada de neutrófilos 

(Keshavarzian  et  al.,  1992;  Lih-Brody  et  al.,  1996;  Sedghi  et  al.,  1993; 

Simmonds et al., 1992). De igual forma, los niveles de NO se encuentran 

aumentados en la mucosa del colon de estos pacientes y se correlacionan 

también con los índices de actividad clínica y endoscópica de la enfermedad 

(Herulf et al., 1998; Rachmilewitz et al., 1998; Rachmilewitz et al., 1995). 

Además, de forma indirecta se ha confirmado el incremento de NO, mediante el 

hallazgo en mucosa de un aumento de actividad y de los niveles de proteína de 

la enzima óxido nítrico sintetasa (Boughton-Smith et al., 1993; Dijkstra et al., 

1998; Godkin et al., 1996; Ikeda et al., 1997; Kimura et al., 1998; Kolios et al., 
 

1998; Leonard et al., 1998; McLaughlan et al., 1997; Rachmilewitz et al., 1995; 
Singer et al., 1996; Zhang et al., 1998). Así, ambas mediciones, directas e 
indirectas,  de  las  ERO en  la  EII  sugieren  fuertemente  la  existencia  en  la 

mucosa de un incremento de la producción y exposición al O2
-, NO o a sus 

metabolitos intermedios. 
 

2.5.3. Situación de las defensas antioxidantes 
 
 

Las diferencias en la regulación de la expresión entre las enzimas SOD, CAT y 

GPx  pueden  no  sólo   reflejar   sus   diferentes   funciones   en   condiciones 

fisiológicas normales, sino que también pueden poner en peligro la eliminación 

eficaz de las ERO en condiciones inflamatorias tales como la EII. Una 

disminución en la actividad de las EAO o un desequilibrio de sobre-expresión 

de una de estas enzimas, puede aumentar la vulnerabilidad de las células a las 
- ERO. Así pues, un aumento de la SOD contribuye a la eliminación del O2 de la 

 

célula pero a su vez aumenta la producción de H2O2, lo que podría ser 

perjudicial si no existe o no hay disponible suficiente CAT o GPx. Del mismo 

modo, un exceso de GPx innecesariamente podría agotar el glutatión y/o las 
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reservas de NADPH, a pesar de que la CAT esté presente. Este concepto de 

desequilibrio en la respuesta antioxidante de la enzima ha sido apreciado en 

diversa enfermedades inflamatorias (Gaetani et al., 1998; Moysan et al., 1993; 

Picardo et al., 1996). Además existen estudios que han descrito una pérdida 

del efecto antioxidante en presencia de una actividad elevada de SOD y en 

ausencia de suficiente CAT o GPx, lo cual se ha atribuido a que el H2O2 

formado por la SOD y en ausencia de CAT, puede ser convertido, de acuerdo 

con la reacción de Fenton, en el hidroxil que es otro radical de oxígeno muy 

tóxico (McCord, 1993). 
 

La expresión de antioxidantes en los pacientes con EII se ha analizado en 

varios estudios, los cuales han detectado un desequilibrio en la concentración 

de antioxidantes, confirmando la presencia de estrés oxidativo en los órganos 

vitales de los pacientes con EII (Aghdassi et al., 2003; Fernandez-Banares et 

al., 1989; Jahanshahi et al., 2004; Koutroubakis et al., 2004; Kruidenier et al., 

2003c; Mulder et al., 1991; Rezaie et al., 2006; Tuzun et al., 2002; Wendland et 

al., 2001). 
 

Respecto a la actividad total de la SOD existen trabajos en CU pero no en EC y 

los resultados son dispares sin correlacionarse con la actividad (Durak et al., 

2000). La expresión intestinal endógena de las diferentes isoformas de la SOD 

ha sido poco investigada. Una disminución de la actividad y concentración de la 

proteína SOD Cu/Zn ha sido reportada en granulocitos de sangre periférica 

(Verspaget et al., 1988) y en la mucosa de EC con enfermedad activa (Lih- 

Brody et al., 1996; Mulder et al., 1991). Sin embargo, sólo existe un estudio 

realizado con las tres isoformas de SOD y comparando mucosa inflamada y no 

inflamada (Kruidenier et al., 2003b). Este trabajo revela cambios de expresión 

de las tres isoformas de la enzima SOD en el epitelio de la mucosa intestinal de 

los pacientes con EC. Observan un incremento de SOD-Mn en la mucosa sana 

e inflamada de estos pacientes, mientras que la SOD-Cu/Zn se encuentra 

disminuida únicamente en la mucosa inflamada. De igual forma, la actividad 

enzimática de la SOD-Cu/Zn presenta igual distribución pero la SOD-Mn no 

presenta incremento, lo que sugiere que se encuentre de forma inactiva en 

estos pacientes. Este desorden en la cascada antioxidante podría contribuir a 

la inducción y perpetuación de la inflamación en estos pacientes y apoya una 
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vez más la posibilidad de que la mitocondria juegue un papel en la patogenia 

de la EC. 
 

En la literatura existen trabajos que correlacionan diferentes polimorfismos de 

SOD con la EII. En este sentido un trabajo llevado a cabo en 134 pacientes con 

CU comparado con 125 controles sanos asocia al SNP de SOD-Mn SOD2 Ala- 

9Val (rs4880) con la CU y a su genotipo homocigoto T/T con la aparición más 

temprana de la enfermedad (a los 20 años o antes) (Kosaka et al., 2009). 

Además otro estudio asocia a este polimorfismo Ala-9Val de SOD mitocondrial 

con el desarrollo de cáncer colorrectal en una población hispana (Stoehlmacher 

et al., 2002). 
 

El H2O2 puede ser metabolizado por dos enzimas diferentes, la GPx y la CAT. 

Diferentes  estudios  previos  han  demostrado  que  la  enzima  GPx  está 

aumentada tanto en las biopsias de colon (Kruidenier et al., 2003c) como en el 

plasma (Hoffenberg et al., 1997; Thomas et al., 1994; Tuzun et al., 2002) de los 

pacientes con EC activa e inactiva considerándose un mecanismo de defensa 

frente  al  estrés  oxidativo.  Existen  dos  estudios  que  han  reportado  un 

incremento de la actividad de GPx en la mucosa de los pacientes con EC ileal 

(Iantomasi et al., 1994) así como en la CU (Iantomasi et al., 1994; Sturniolo et 

al., 1998). Sin embargo, otros estudios en mucosa han observado que la GPx 

parece que no sufre variaciones en la CU (Bhaskar et al., 1995; Durak et al., 

2000). Respecto a la actividad determinada en sangre periférica, Maor et al 

encontraron que los pacientes con EC activa presentaban niveles de actividad 

en suero de la GPx más elevados que los pacientes control, no encontrando 

diferencias entre los controles y los pacientes con EC inactiva (Maor et al., 

2008). Sin embargo, un estudio reciente no ha encontrado diferencias en los 

niveles de GPx en plasma de pacientes con EC activa, inactiva y controles 

sanos (Akman et al.). Respecto a los niveles de GPx medidos en eritrocitos, los 

hallazgos son más constantes y todos los estudios apuntan a una disminución 

en la actividad de la GPx en los pacientes con EC comparado con los controles 

sanos (Reimund et al., 2000; Thomas et al., 1994). 
 

La actividad de CAT  intestinal  en  la  EII ha  sido  evaluada  en  unos  pocos 

estudios y parece no afectarse. Se ha observado que la actividad CAT medida 
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en mucosa se mantiene tanto en la CU (Bhaskar et al., 1995; Durak et al., 
 

2000) como en la EC de colon (Aimone-Gastin et al., 1994; Bhaskar et al., 
 

1995; Durak et al., 2000; O'Morain et al., 1984). No obstante el status de la 

enzima CAT en sangre periférica ha sido poco estudiado en la EC y el 

conocimiento generado sobre la misma ha venido fundamentalmente de 

estudios farmacológicos realizados con líneas celulares tumorales (Chovolou et 

al., 2003; Keller et al., 1998; Nenoi et al., 2001). 
 

2.5.4. Fuentes de especies reactivas de oxígeno 
 
 

Se ha investigado poco en relación con las posibles fuentes de ERO en la EII. 

Sin embargo, está bien establecido que las mitocondrias son unas organelas 

esenciales para la producción de ERO y que la disfunción de éstas o la 

inhibición de la cadena respiratoria se consideran una fuente importante de 

ERO (Kakkar et al., 2007). La mitocondrias, a través de la producción de ERO, 

han sido implicadas en la regulación de la autoinmunidad, la apoptosis y la 

autofagia (Chen et al., 2008; Matteucci et al., 2008). Además, las citocinas, 

incluyendo el TNF-α, son capaces de inducir la producción de ERO en la 

mitocondria (Ko et al., 2001; Schulze-Osthoff et al., 1992). Sin embargo, el 

estado de la función mitocondrial nunca se ha caracterizado en la EII, aunque 

estudios recientes han observado, mediante microscopia electrónica y confocal, 

la existencia de cambios morfológicos en las mitocondrias localizadas en la 

región apical de los enterocitos ileales de los pacientes con EII (Soderholm et 

al., 2002). En este estudio, la alteración de la permeabilidad intestinal se 

relacionó con la depleción de ATP en el epitelio intestinal y con la presencia de 

cambios mitocondriales morfológicos, sugiriendo un desacoplamiento de la 

fosforilación oxidativa. También se ha hipotetizado, basándose en una situación 

clínica, la posibilidad de que la mitocondria juegue un papel en la patogenia de 

la EC (Restivo et al., 2004) y se han publicado trabajos que centran el defecto 

apoptótico, sobradamente demostrado de la EII, en un defecto de la vía 

apoptótica mitocondrial (Doering et al., 2004; Sturm et al., 2004). 
 

Cabe destacar que muchos estudios han medido por separado sólo las ERO 

(Fantone et al., 1982; Fernandez-Banares et al., 1989; McKenzie et al., 1996; 

Wendland et al., 2001) o sólo la capacidad antioxidante (Koutroubakis et al., 
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2004; Kruidenier et al., 2003c; Mulder et al., 1991; Rezaie et al., 2006) con el fin 

de mostrar el estrés oxidativo en la EII. Sin embargo, es importante tener en 

cuenta que en un mismo estudio es de igual importancia medir tanto los niveles 

de ERO como el estado antioxidante de las células, a fin de evitar el sesgo que 

podría resultar de la consideración de un solo lado de la balanza (Rezaie et al., 

2007). Además, conviene señalar que parece existir una alteración de la 

capacidad para producir ERO en las células inmunes periféricas de los 

pacientes con EII y se cree que esta alteración, que implica una respuesta 

inmune anormal, ocurre antes de que las células lleguen a la mucosa intestinal 

(Curnutte et al., 1974; Kitahora et al., 1988), aspecto que se ha sugerido pero 

que está pendiente de demostrar. 
 

En el momento actual no están bien caracterizados el origen de los ERO, los 

radicales responsables del daño oxidativo, el estado concreto del conjunto de 

las defensas  antioxidantes  y  tampoco  se  ha  analizado  si  el  estrés  

oxidativo aparece o se exacerba con el brote clínico de la enfermedad o por el 

contrario está presente de forma continua en los pacientes con EII. 
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2.6) APOPTOSIS Y ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL 
 
 

Ha sido reiteradamente reportada la existencia de alteraciones en la capacidad 

de apoptosis y en la respuesta inmune de las células implicadas en la EII 

(Boirivant et al., 1999; Xavier et al., 2007). Se ha observado que los linfocitos 

obtenidos a partir de muestras de mucosa intestinal de estos pacientes son más 

resistentes a desarrollar apoptosis que los linfocitos obtenidos en idénticas 

condiciones de sujetos control sanos (Boirivant et al., 1999; Ina et al., 1999; Itoh 

et al., 2001). Esta resistencia contribuye a generar una respuesta inmune 

sostenida y lesiva en la mucosa intestinal, que en última instancia estaría 

favoreciendo el daño tisular asociado al proceso inmunológico exacerbado. Sin 

embargo, parece que los linfocitos de sangre periférica no muestran esta 

resistencia a la apoptosis en pacientes con EC activa (Boirivant et al., 1999; 

Doering et al., 2004). Hasta la fecha, no hay estudios que hayan clarificado si la 

resistencia a la apoptosis de los linfocitos de la EC es un defecto intrínseco a 

ellos o adquirido tras su llegada a la mucosa intestinal y dirigido por los estímulos 

ambientales-inflamatorios con los que se enfrentan. 
 

Probablemente los mecanismos que regulen la capacidad apoptótica de los 

linfocitos sean múltiples, con mayor o menor interrelación entre ellos. En la EC 

se ha observado que existe un defecto en la apoptosis mediada por Fas, 

secundario a una elevada expresión de Flip, un inhibidor de la apoptosis 

(Monteleone et al., 2006). El receptor Fas pertenece a la superfamilia de 

receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) siendo el mejor caracterizado 

hasta el momento. Su función de señalización más conocida es la de participar 

en la inducción de la apoptosis mediante el reconocimiento de su ligando, Fas- 

ligand, y el ensamblaje de todas las proteínas que forman el DISC (death- 

inducing signaling complex) intracelularmente: la FADD, la procaspasa-8/10 y 

el c-FLIP (Ehrenschwender et al., 2009; Krammer, 2000; Krammer et al., 2007). 

La formación del complejo DISC produce la activación de la cascada de las 

caspasas  que  son  las  encargadas  de  desarrollar  el  proceso  de  apoptosis 

(Wang et al., 2010). Como ya se ha dicho, la activación del Fas mediante 

agonista Fas provoca el inicio de apoptosis via mitocondrial liberando el 

citocromo c, aspecto que es inhibido según la concentración de H2O2. De estos 
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resultados  se  puede  deducir  que  existe  un  estrecho  vínculo  entre  la 

señalización via Fas y la señalización vía CAT/H2O2 e indica la importancia del 

estudio conjunto de ambas rutas intracelulares en la EC. 
 

El NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) es un 

intermediario de muchos procesos celulares con funciones anti-apoptóticas 

ampliamente  descritas  (Visekruna  et  al.,  2006).  Sin  embargo,  ya  existen 

autores que indican que el papel del NF-kB en la regulación de la apoptosis 

todavía no está bien definido. En este sentido están los resultados que 

sustentan que NF-kB es importante en la protección de la apoptosis en los 

linfocitos T (Mariani et al., 2000; Ogura et al., 2001a) y que el NF-kB se activa 

en gran medida tras la señalización con anticuerpo Fas agonista (Bosque et al., 

2005). Sin embargo, existen estudios que no han encontrado diferencias en los 

niveles del NF-kB en la EC, concluyendo que no debe de ser un factor clave en 

la apoptosis en las condiciones estudiadas. 
 

Estudios previos han descrito que la proteína pro-apoptótica ASK (apoptosis 

signal-regulating kinase 1) está involucrada en la inducción de la apoptosis 

(Furuhata et al., 2009; Hayakawa et al., 2006). También se ha observado que 
- algunas ERO, como H2O2, O2 y el radical hidroxil, inducen cambios 

 

conformacionales en la proteína inhibidora de ASK-1 (thioredoxin) que resultan 

en la disociación del complejo y, por tanto, la activación de ASK. Otros estudios 

han revelado que ASK-1 media en la señalización del TNF-α (Tamura et al., 

2006; Zhang et al., 2005) y el H2O2 sobre la apoptosis (Tamura et al., 2006). 
 
 

La PPID (Peptidylprolyl isomerase D), también denominada ciclofilina D, es una 

proteína de la matriz mitocondrial implicada en la supresión de la apoptosis 

(Linard et al., 2009). Se ha reportado aumentada en varios tumores donde 

ejerce un efecto antiapoptótico Bcl2-dependiente (Eliseev et al., 2009). La 

proteína que codifica para el gen PPID es miembro de la familia de la peptidil- 

prolil cis-trans isomerasa (PPIasa) que es capaz de acelerar el plegamiento de 

proteínas y que posee un lugar de unión para la ciclosporina A (fármaco 

inmunosupresor) (Eliseev et al., 2009). En la literatura hay descrito que la 

mucosa tanto inflamada como no inflamada de pacientes los pacientes con EC 

y CU tenía una expresión aumentada de PPID respecto a los controles sanos, 
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pudiendo ser éste un evento local y limitado a la mucosa, cuyo papel en la 

patogenia de la EII queda por clarificar (Wu et al., 2007). 
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MM.. IIbboorrrraa.. EEssttrrééss ooxxiiddaattiivvoo yy EEnnffeerrmmeeddaadd ddee CCrroohhnn 33.. OOBBJJEETTIIVVOOSS 
 

 
 
 
 

El presente trabajo se basa en la caracterización de la inmunidad adquirida, en 

definir la función mitocondrial, el origen y elementos generadores y reguladores 

del estrés oxidativo en las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) 

y su implicación en la regulación de la capacidad apoptótica de los linfocitos T 

CD4+ implicados clásicamente en la etiopatogenia de la EC. 
 
 
 

Objetivo general: 
 

Caracterizar la función mitocondrial y el estrés oxidativo en los pacientes con 
 

EC de debut comparando con sujetos sanos. 
 
 
 

Objetivos concretos: 
 
 
 

1.  Caracterizar la producción basal y estimulada de ERO (O -, H O , NO) 

en las CMSP de los pacientes con EC y comparar con las de voluntarios 

sanos. 
 
 

2. Caracterización de la función mitocondrial de las CMSP, mediante la 

medición del ΔΨm, de los pacientes con EC de debut y en remisión 

comparado con sujetos sanos, con el fin de establecer las bases de un 

posible origen mitocondrial de los ERO. 
 
 

3.  Caracterizar el impacto del estrés oxidativo sobre las CMSP, midiendo 

productos de oxidación molecular (daño oxidativo) sobre los lípidos y el 

ADN. 
 
 

4. Caracterizar las defensas antioxidantes (SOD, CAT y GPx) de estos 

pacientes con el fin de clarificar el origen del daño oxidativo. 

4.1  Análisis  de  la  concentración  de  las  enzimas  antioxidantes 
 

(EAO) 
 

4.2  Determinación  de  la  actividad  de  los  principales  sistemas 

antioxidantes 
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4.3 Análisis genético mediante la cuantificación de los niveles de 

ARNm de los genes que codifican para las EAO y otras moléculas 

implicadas en el estrés oxidativo 

4.4 Determinar si existe alguna mutación (polimorfismo genético) 
 

que limite la actividad de las EAO y otros genes relacionados. 
 
 
 

5.  Relacionar  la  actividad  de  EAO  con  la  capacidad  apoptótica  de  los 

linfocitos T en sangre periférica de pacientes con EC. 
 
 

6.  Caracterizar el perfil temporal de la expresión de la citoquina TNF-α y 

correlacionarla con las actividades de las EAO. 
 
 

7.  Caracterizar la expresión de moléculas implicadas en el desarrollo y 

regulación del estrés oxidativo y la apoptosis. 
 
 

Los experimentos se realizaron en células de pacientes con EC en el inicio 

de la enfermedad, aún sin empezar ningún tratamiento para evitar el sesgo 

que  el  medicamento  podría  ejercer  en  la  generación  de  ERO,  y  en 

pacientes controles sanos, sin enfermedades conocidas, ni toma de 

medicación ni fumadores. 

Se han estudiado los mismos pacientes en el estado de actividad e 

inactividad de la EC con el fin de clarificar si la producción de ERO y el daño 

oxidativo, así como los demás parámetros estudiados, se recuperan en 

situación clínica de remisión o se mantienen constantes. 
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4.1) SELECCIÓN   DE   PACIENTES,  VOLUNTARIOS   SANOS   Y   GRUPOS 
 

EXPERIMENTALES. 
 
 

4.1.1. Criterios de inclusión 
 
 

- Casos: Se incluyeron pacientes con enfermedad de Crohn (EC) y se 

seleccionaron en distintos momentos evolutivos: al debut de la enfermedad, en 

remisión tras debut y en remisión de larga evolución. Fueron seleccionados en el 

momento del debut de la enfermedad para evitar las posibles interferencias de los 

fármacos utilizados en el manejo de la misma (corticoides, inmunosupresores, 

antibióticos) sobre los parámetros del estudio. En los pacientes de debut se exigió 

que no presentaran ninguna otra enfermedad crónica y no estuvieran tomando 

ninguna medicación en el momento de la inclusión. 
 

- Controles: Los voluntarios sanos no debían presentar ninguna enfermedad 

conocida, ni estar bajo ninguna medicación. Se incluían tras comprobar que 

sus parámetros analíticos (incluyendo perfil lipídico y reactantes de fase aguda) 

se ajustaban a la normalidad. 
 
 
 
 

4.1.2. Criterios de exclusión 
 
 

La existencia de patología y/o toma habitual o reciente de medicamentos, tanto 

en controles como en pacientes con EC era un criterio de exclusión. Era un 

requisito que los pacientes incluidos tuvieran más de 16 años. 
 
 
 
 

4.1.3. Grupos experimentales 
 
 

Para realizar todos los experimentos del presente estudio fue necesario un 

volumen importante de sangre y algunos de ellos se realizaron en fresco, se 

utilizaron dos cohortes de pacientes con similares características. 
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Grupo  experimental  de  la  primera  parte  del  estudio  (caracterización  de  la 

función mitocondrial y estrés oxidativo, TNF-α  y primera parte de actividades 

enzimáticas): 
 

Se incluyó un total de 25 pacientes con EC. El diagnóstico de la enfermedad se 

realizó de acuerdo con los criterios de Leonard-Jones (Tabla 4.1). Los 

experimentos fueron realizados al debut de la enfermedad (paciente activo), 

antes de iniciar ningún tratamiento, y se repitieron cuando el paciente estaba 

en remisión (paciente en remisión). Además se incluyó un grupo de pacientes 

en remisión de larga evolución (paciente inactivo). La actividad de la 

enfermedad se midió con el índice de Harvey-Bradshaw (Tabla 4 .2) que 

recoge los síntomas que presenta el paciente en las últimas 24 horas. 
 

Tabla 4.1. Criterios de Leonard-Jones 
 
 
 
 

Clínica o Radiología Biopsia Pieza 
Endoscopia quirúrgica 

 

Lesión digestiva 
alta 

 
 

+ 

 
 

+ 

 
 

+ 

 
 

+ 
 

Lesión anal 
 

+ 
 

+ 
 

+  
 

Distribución 
Segmentaria 

 
 

+ 

 
 

+ 

 
 

+ 

 
 

+ 
 

Lesión transmural     
 

Fisura 
Absceso 

 
 

+ 

 

+ 
+ 

  

+ 
+ 

Fístula + +  + 
 

Estenosis 
 

+ 
 

+   

+ 
 
 

Hallazgos histológicos 
 

Úlcera + + 
Agregados linfoides 
Granulomas 

+ 
+ 

+ 
+ 

 
 

Se considera EC definida la presencia de granulomas en el estudio histológico 

junto a otro criterio o, en ausencia de granulomas, la existencia de tres criterios. 
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Se define la enfermedad  como  probable  con  dos  criterios  en  ausencia  de 

granulomas. 
 

Tabla 4.2. Índice de Harvey-Bradsaw 
 
 
 

Variable nº Puntos 
 

1. Estado general Muy bueno 0; Regular 1; Malo 2; Muy malo 3; Malísimo 4 
 

2. Dolor abdominal  No 0; Ligero 1; Moderado 2; Intenso 3 
 

3. Número de deposiciones blandas-líquidas diarias (n puntos) 
 

4. Masa abdominal No 0; Dudosa 1; Definida 2; Definida y dolorosa 3 
 

5. Complicaciones  
 

 
Artralgia 1 
 

Uveítis 1 
 

Eritema nodoso 1 
 

Úlceras aftoides 1 
 

Pioderma gangrenoso 1 
 

Fístula anal 1 
 

Otras fístulas 1 
 

Abscesos 1 
 
 

* Si < 6 leve; 6-12 moderada; > 12 grave 
 
 
 
 
 

De los 25 pacientes incluidos se analizaron 19 en remisión. En 6 de ellos no fue 

posible repetir el experimento por diversas causas: 1 falleció por causas no 

relacionadas con la enfermedad, 3 no estaban dispuestos a participar en la 

segunda parte del estudio, 1 se cambió de ciudad y 2 presentaron un curso tan 

agresivo de la enfermedad que fue imposible confirmar la remisión. 
 

El grupo control estaba constituido por 25 sujetos sanos que participaron 

voluntariamente y de forma no retribuida en el estudio. 
 

Una parte de los experimentos se llevó a cabo en un grupo de 20 pacientes 

diagnosticados de EC más de cinco años, que estaban en remisión clínica 
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persistente (Harvey <4 por más de 6 meses), y que no tenían lesiones 

morfológicas (pacientes inactivos). 
 

La curación de la mucosa fue evaluada realizando una colonoscopia, 

cápsulendoscopia y/o entero-resonancia de acuerdo a la localización de la 

enfermedad. 
 

En todos los casos los pacientes fueron debidamente informados de los 

objetivos y metodología del estudio y firmaron el consentimiento preparado 

para tal fin. El día de la extracción de sangre se realizó además una analítica 

completa (hematología y bioquímica) incluyendo los reactantes de fase aguda 

(PCR, VSG, fibrinógeno). 
 

Se rellenó un cuaderno de recogida de datos preparado para el desarrollo del 

estudio donde se recogían las características demográficas y hábitos de vida, 

características clínicas, analíticas y exploraciones complementarias realizadas. 

Todos los pacientes con EC fueron clasificados según la clasificación de 

Montreal (Tabla 4.3). 
 

El estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital La Fe y se realizó de 

acuerdo a la Declaración de Helsinki. 
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Tabla 4.3. Clasificación de Montreal de la enfermedad de Crohn propuesta por la Organización 
 

Mundial de Gastroenterología. 
 
 
 

Clasificación de Montreal para la enfermedad de Crohn 

Edad al diagnóstico (A) 

A1 
 

A2 
 

A3 

16 años o menos 
 

17-40 años 
 

>40 años 

 

 
Localización (L) 

L1 
 

L2 
 

L3 
 

L4 

Íleon terminal 
 

Colon 
 

Ileocólica 
 

Tracto digestivo alto 

L1+L4 (ileon terminal+tracto digestivo alto) 
 

L2+L4 (colon+tracto digestivo alto) 
 

L3+L4 (ileocólica+tracto digestivo alto) 

 
Patrón clínico (B) 
 
 
B1 

 
 
 
 
B2 

 
 
 
B3 

No estenosante, 
 

no fistulizante(*), 

o inflamatorio 
 
Estenosante 

 
 
 
Fistulizante 

 
B1p (inflamatorio con afección perianal 

asociada) 
 
B2p (estenosante con afección perianal 

asociada) 

B3p (fistulizante con afección perianal 

asociada) 
 
 
 
 

(*) Se utiliza el término fistulizante, aunque el original es penetrante. Este patrón de 

comportamiento clínico se considera transitorio, porque la historia natural lleva casi siempre a 

los patrones B2 o B3, o mixtos. 
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Grupo experimental de la segunda parte del estudio (estudio de la actividad y 
 

concentración de las enzimas antioxidantes y análisis genético) 
 
 

Un total de 20 pacientes al debut de la enfermedad y 18 controles sanos fueron 

incluidos en el estudio. Una parte de los experimentos se llevó a cabo en un 

grupo de 10 pacientes diagnosticados de EC que estaban en remisión clínica 

(Harvey <4 por más de 6 meses) y que no tenían lesiones morfológicas 

(pacientes inactivos): 5 de ellos pertenecían al grupo debuts, 2 consiguieron 

remisión post-cirugía y 3 en remisión que estaban incluidos en el otro grupo 

experimental como debuts. No fue posible repetir el experimento en todos los 

pacientes, por varias causas, pero fundamentalmente por no poder conseguir la 

remisión. La curación de la mucosa fue evaluada también realizando una 

colonoscopia, cápsulendoscopia y/o entero-resonancia de acuerdo a la 

localización de la enfermedad. Se tuvieron en cuenta los diferentes índices 

para valorar de actividad mucosa, el índice de actividad endoscópica para la 

EC (CDEIs) y el índice cuantitativo de actividad para la resonancia magnética 

(MaRIA) respectivamente. 
 

Se exigieron los mismos criterios de inclusión y exclusión, añadiendo el nuevo 

criterio de inclusión de ser no fumador para los controles sanos, para evitar 

posibles interferencias en los parámetros estudiados. 
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4.2) AISLAMIENTO  DE   LAS   CÉLULAS  MONONUCLEARES  DE   SANGRE 
 

PERIFÉRICA 
 
 

Los protocolos experimentales fueron realizados con células de la serie blanca 

de sangre periférica (células mononucleares y granulocitos). 
 

Para la primera parte del estudio se extrajo una muestra de unos 15 ml de 

sangre de cada individuo, en tubos de K3-EDTA, tras un mínimo de 12 horas 

de ayuno. 
 

Las células de la serie blanca fueron aisladas mediante sedimentación sobre 

columna de Ficol-Histopaque. Para ello 3 ml de sangre total se vertieron sobre 

8 ml de Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich) en un tubo de plástico de 15 ml. 

Después de 45-60 minutos de sedimentación por gravedad a temperatura 

ambiente, de forma que la serie roja sedimenta en el fondo. El plasma rico en 

células blancas (capa superior) fue recogido y alicuotado en eppendorfs. 

Posteriormente se realizó una centrifugación a 5000 rpm durante 10 minutos 

para separar el plasma de las células. 
 

El plasma fue almacenado a -80ºC para análisis posteriores de proteínas y 

enzimas (ADN/ARN y estudios de cromatografía líquida de alta resolución). 
 

De las células así obtenidas, una parte se diluyó a 1:0.5 v/v con medio de 

cultivo RPMI 1640 (Gibco), suplementado con 10% de suero fetal bovino, 

penicilina (100 U/ml), estreptomicina (1009 mg/ml) y 1x glutamina, y se 

incubaron a 37ºC hasta que el experimento se llevó a cabo. Después de contar 

las células, los leucocitos se ajustaron a una concentración de 500.000 

células/ml con RPMI. El resto de células fueron almacenadas a - 80ºC para 

posteriores experimentos. 
 

El resumen del protocolo se expone a continuación: 
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Extracción de células de la serie blanca: 
 
 

- Tres ml de sangre periférica se añaden a un tubo con 8 ml de 

Histopaque atemperado. Verter la sangre lentamente por la pared del 

tubo 

- Dejar sedimentar durante un tiempo (45-60 minutos) hasta que la serie 

roja sedimente al fondo 

- Recoger la fase superior y repartir en eppendorfs 
 

- Centrifugar durante 10 minutos a 5000 rpm 
 

- Separar el sobrenadante (plasma) y guardar 
 

- Diluir el pellet (células) en RPMI (2:1) 
 

- Coger 250 µl de la mezcla (células con RPMI) y repartir en varios 

eppendorfs 
 
 

Para  la  segunda  parte  del  estudio  se  obtuvieron  unos  12  ml  de  sangre 

repartidos en 4 tubos de EDTA. Un tubo se utilizó para aislamiento de la serie 

blanca mediante sedimentación sobre columna de Ficol-Histopaque como se 

ha explicado anteriormente, para posteriores estudios de análisis de actividad y 

concentración de proteínas (western blot). El resto se utilizó para obtención de 

ARN de leucocitos en fresco (ver apartado 9), para estudios posteriores de 

análisis de expresión génica. 
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4.3) CUANTIFICACIÓN DE LOS NIVELES DE SUPERÓXIDO (O -), PERÓXIDO 

DE HIDRÓGENO (H2O2) Y ÓXIDO NÍTRICO (NO) Y MEDIDA DEL POTENCIAL 

DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (Δψ) POR CITOMETRÍA DE FLUJO 

 
Los estudios de citometría se llevaron a cabo en un Citómetro de flujo EPICS 

XL (Beckman Coulter). Se utilizó el sistema de software II (Beckman-Coulter) 

para la adquisición de datos. Los resultados se expresaron en función de la 

intensidad de la fluorescencia y en unidades arbitrarias. 
 

La serie blanca fue separada en linfocitos, monocitos o granulocitos de acuerdo 

a sus   marcadores   de   linaje   específicos   y   utilizamos   los   anticuerpos 

monoclonales específicos con fluorocromos para poderlos detectar: 

 
• Isotiocianato de fluoresceína (FITC): CD3- FITC 

 

• Ficoeritrina-Texas rojo (ECD): anti-CD3-ECD 
 

• Ficoeritrina unida a cianina-5 fluorescente (PE/CY5): CD4-PC5 
 
 
 
 

Los linfocitos T helper CD4 fueron identificados como células CD4 y CD3 

positivas con CD3-FITC/CD3-ECD y CD4-PC5. Los monocitos como células 

CD4 positivas, pero CD3 negativas, con CD4-PC5. Los granulocitos fueron 

identificados exclusivamente por su morfología. 
 

4.3.1. Contaje y marcaje de células para el citómetro 
 
 

- Usar 150 µl de la alícuota de células para cada medición 
 

- Añadir 5 µl de CD3-FITC y 2.5 µl de CD4-PC5 como marcador de la 

producción  de  O2-   y  5  µl  CD3-ECD  y  2.5  µl  de  CD4-PC5  para  la 
detección del H2O2 y NO 

- Incubar a 37ºC durante 5 minutos en la oscuridad 
 

- Añadir 50 µl de células marcadas y 950 µl HEPES 
 

- Contar en citómetro la cantidad de células de cada población (linfocitos 
 

CD3+ CD4+ y monocitos CD3- CD4 
 

- Diluir células a 500.000 c/ml con RPMI 
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2 

2 

2 

2 

2 

 
 
 

4.3.2.  Cuantificación  de  los  niveles  de  especies  reactivas  de  oxígeno  en 
 

monocitos y linfocitos: 
 
 

Las  ERO  se  estimaron  mediante  el  uso  de  fluorocromos  específicos.  El 
 

- hidroetidio (HE) para la monitorización de O2 y 2´, 7´-diclorohidro-fluoresceína 
 

diacetato (DCFH) para la monitorización de H2O2. La producción de ERO se 
- estimuló con plumbagina (Pb) para el O2 y de t-butir-hidroperóxido (TBH) para 

 

el H2O2. La producción de NO se monitorizó usando el fluorocromo 4,5- 

diaminofluoresceína diacetato (DAF-2/DA). 
 

4.3.2.1. Producción basal y estimulada de O -
 

 
 

El HE es un fluorocromo que se utiliza habitualmente para detectar los niveles y 

la formación de O -. Este compuesto se oxida y produce bromuro de etidio, que 
se intercala en los ácidos nucleicos de doble cadena y fluoresce mediante la 

emisión de fluorescencia roja (absorción/emisión: 518/605 nm). 
 

 

Para determinar la producción basal de O -
 el HE se añadió a 50 µl de células 

 

marcadas a una concentración final de 5 µM. Posteriormente se incubó durante 

una hora y se midió la fluorescencia generada por citometría de flujo. 
 

Una vez que tuvimos la producción basal de O -, se añadió una dosis de 2,5 y 
 

12,5 mM de Pb (generador de O -), incubando durante 10 minutos a 37°C, con 

el fin de inducir la producción de O -. Previamente, se realizó una curva dosis- 
- respuesta  para  Pb  para  confirmar  que  el  O2 

 

dependiente. 

se  producía  de  forma  dosis 

 
 

Algunos experimentos se realizaron en presencia de un inhibidor de la actividad 
 

SOD mediante la adición de dietiltiocarbamato (DETC) (n=10). 
 
 
 
 
 

4.3.2.2. Producción basal y estimulada de H2O2 
 
 

La prueba para detectar el H2O2  se basó en la oxidación de DCFH, el cual 

emite una baja fluorescencia basal porque está atrapado dentro de la célula. 
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El DCFH es un compuesto no fluorescente de naturaleza hidrofóbica que, tras 

entrar   en   la   célula,   puede   desacetilarse   por   la   acción   de   esterasas 

intracelulares dando lugar al compuesto no fluorescente 2’,7’-diclorofluorescina. 

A continuación, este compuesto reacciona con el H2O2 y se convierte en 2'7'- 

diclorofluoresceína (DCF) el cual posee un elevado componente fluorescente 

(520 nm) y se puede medir por técnicas fluorimétricas o de citometría de flujo. 
 

Para determinar los niveles basales de H2O2 se añadió DCFH a 50 µl de células 

marcadas  a  una  concentración  final  de  20  µM.  Posteriormente  se  incubó 

durante una hora y se midió por citometría de flujo la fluorescencia generada. 
 

Una vez identificada la producción basal de H2O2 se procedió a la estimulación 

de la producción del radical añadiendo una dosis de 1 y 10 µM de TBH 

(generador de H2O2). Luego se midió al citómetro tras incubar a 37°C durante 

10 minutos. Se realizó también previamente una curva dosis-respuesta del TBH 
 

para confirmar que el H2O2 se producía de forma dosis dependiente. 
 
 

4.3.2.3. Producción de NO 
 
 

La producción de NO se midió usando el fluorocromo DAF-2/DA, el cual no 

fluoresce hasta que la producción de NO lo convierte en el tinte fluorescente, 

DAF-2. 
 

Para cuantificar la producción de NO, se añadió DAF a 50 µl de células 

marcadas a una concentración final de 5 µM. A continuación se incubó a 37°C 

durante una hora y la fluorescencia generada se midió por citometría de flujo. 

 
4.3.3. Niveles del potencial de membrana mitocondrial (Δψm) 

 
 

La cadena respiratoria mitocondrial produce energía que es reestablecida como 

un gradiente electroquímico, éste consiste en un potencial transmembrana 

eléctrico negativo en el interior de la mitrocondria de alrededor 180-200 mV y 

un gradiente de protones de una unidad. Esta energía es capaz de producir la 

síntesis de una molécula de ATP, una molécula importante para una gran 

cantidad de procesos celulares. 
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El Δψm fue monitorizado mediante el tetrametilrodamina metil éster (TMRM), 

que es un marcador fluorescente derivado de la rodamina que fluorece al 

acumularse en el interior de mitocondrias activas de forma directamente 

proporcional a la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial. En bajas 

concentraciones, el fluorocromo TMRM no suprime la respiración celular 

(Scaduto et al., 1999). 
 

El método utilizado consistió en la incubación de 100 µl de la alícuota de las 

células en la oscuridad con los marcadores de CD3 y CD4 (10 µl de CD3-FITC 

y 5 µl de CD4-PC5) durante 5 minutos y a 37ºC. 
 

Una vez que estuvieron marcadas las células, se tomaron dos alícuotas de 50 
 

µl y se diluyeron con HEPES a un volumen final de 1 ml. El TMRM se añadió a 

uno de los tubos a una concentración final de 500 nM. Después se incubó 

durante una hora. El resto del tubo fue utilizado como blanco. 

 
El Δψm se midió también tras la adición del desacoplador carbonilcianuro-p- 

trifluorometoxi-hidrazona (FCCP) (5μM) para inhibir las mitocondrias. El FCCP 

hace permeable la membrana mitocondrial interna a los protones y desacopla 

la fosforilación oxidativa de la cadena respiratoria. 
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4.4)  MEDIDA DEL DAÑO OXIDATIVO POR HPLC 
 
 

Para medir el impacto del estrés oxidativo sobre las células mononucleares de 

sangre periférica, medimos el daño oxidativo sobre los lípidos de membrana y 

sobre  el  DNA,  mediante  la  cuantificación  del  malondialdehido  (MDA)  y  8- 

hidroxi-2’-desoxiguanosina   (8-oxo-dG)   respectivamente,   obtenidos   por   la 

técnica de cromatrografía líquida de alta resolución (HPLC) con columna en 

fase reversa. 
 

4.4.1.Determinación de los niveles de malondialdehido (MDA) 
 
 

4.4.1.1. Fundamento de la técnica 
 
 

Los fosfolípidos de membrana son muy vulnerables al ataque por ERO debido 

a la susceptibilidad de sus cadenas poliinsaturadas. 
 

El daño celular producido por un exceso de ERO (estrés oxidativo), se puede 

explicar por una alteración de la membrana celular, a través de la cual los 

ácidos grasos de la bicapa lipídica sufren una peroxidación por un radical 

hidroxilo, con lo que se deteriora su estructura y se altera su permeabilidad. 
 

En este trabajo, el grado de peroxidación lipídica se determinó por la 

concentración sérica de MDA en células mononucleares, extraídas mediante 

columna de Ficol-Histopaque, con base en la reacción del aldehído con el ácido 

tiobarbitúrico (TBA). Se utilizó HPLC con columna en fase reversa y se 

determinó  espectrofotométricamente  con  un  detector  ultravioleta  usando 

1,1,3,3-tetraetoxipropano como patrón (procedimiento descrito por Wong, SHY. 

Clin. Chem. 1987). 
 

El método se basa en la hidrólisis por ebullición de los lipoperóxidos en ácido 

fosfórico. El MDA es uno de los productos de la hidrólisis con capacidad para 

reaccionar con el TBA y formar MDA (TBA)2. Las proteínas plasmáticas se 

precipitan con metanol y se retiran de la mezcla de reacción mediante 

centrifugación. La proteína de extracto libre se fracciona por el HPLC en una 

columna de gel de sílice octadecil con el fin de separar el MDA-TBA eluido que 

interferiere con los cromógenos. El MDA-TBA se eluye de la columna con 
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metanol/tampón fosfato. Después se cuantifica por espectrofotometría a 532 

nm. 
 

4.4.1.2 Protocolo 
 
 

El protocolo se resume a continuacion: 
 
 

-  A 50 µL de muestra añadir 75 µL de H3PO4  0,44 M y 25 µL de la 

solución de ácido 2-tiobarbitúrico; agitar y mantener 60 minutos en un 

baño a 95 oC. 

-  Una   vez   transcurrido   el   tiempo,   añadir   150   µL   de   la   solución 

neutralizante (metanol). Centrifugar a 1000 g durante 5 minutos a 4 oC e 
inyectan 25 µL del sobrenadante obtenido en el H.P.L.C. 

-  El proceso cromatográfico se realiza a un flujo constante de 1 mL/min 

usando condiciones isocráticas con una fase móvil con composición 

KH2PO4 50 mM pH = 6.8 y acetonitrilo (70:30). 

-  El tiempo de retención del aducto TBA-MDA2  es aproximadamente 5 

minutos. 

-  Realizar la detección del aducto TBA-MDA2  con un detector ultravioleta 

visible a una longitud de onda de 532 nm. 

-  Las  concentraciones  plasmáticas  de  lipoperóxidos  se   calculan  en 

referencia a   una   curva   de   calibración   preparada    con    1,1,3,3- 

tetrametoxipropano,  que  sufre  una  hidrólisis  para  liberar  cantidades 

estequiométricas de MDA. 
 
 
 
 

4.4.2. Determinación de los niveles de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-oxo-dG) 
 
 

4.4.2.1 Fundamento de la técnica 
 
 

El  8-oxo-dG  constituye  un  marcador  biológico  de  daño  oxidativo  al  DNA. 

Permite determinar la oxidación del mismo, ya que los radicales libres cuando 

atacan al ADN causan una oxidación de la guanosina para dar 8-oxo-dG. Para 

su determinación se empleó un método previamente descrito (Shigenaga MK, 
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Methods Enzymol. 1994). Éste se basa en la medida de los niveles de 8-oxo- 

dG mediante la técnica de HPLC, con detección electroquímica. 
 

4.4.2.2. Protocolo 
 
 

El ADN celular se extrajo según el siguiente protocolo: 
 

-  Añadir 30 ml de tampón de lisis (155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0,1mM 

EDTA, pH 7.4) a una muestra de 3-5 ml de sangre en un tubo con EDTA. 

Agitar suavemente, incubar durante 30 minutos en el hielo y centrifugar a 

1200 rpm durante 10 min a 4°C. 
 

- Eliminar  el  sobrenadante  (residuos  de  la  sangre),  añadir  10  ml  de 

tampón de lisis para volver a resuspender el pellet y centrifugar a 1200 

rpm durante 10 minutos a 4°C. 

- Eliminar el sobrenadante, añadir 5 ml de solución SE (75 mM NaCl, 25 

mM EDTA, pH 8), resuspender el pellet y centrifugar a 1200 rpm durante 

10 minutos a 4°C. 
 

- Eliminar sobrenadante. Añadir 5 ml de solución SE y resuspender el 

precipitado. Añadir 40 μl de proteinasa K (10 mg / ml) y 250 μl SDS 20%, 

agitar suavemente y se incuba durante una noche a 37°C en un baño de 

agua. 

- Añadir 5 ml de solución SE y 10 ml de fenol, agitar manualmente durante 
 

10 minutos, y centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos a 10 °C. 
 

- Transferir   el   sobrenadante   a   un   tubo   nuevo,   añadir   10   ml   de 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico    (25:24:1),    agitar    manualmente 

durante 10 minutos y centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos a 10 ° C. 

- Una vez más transferir el sobrenadante a un tubo nuevo, añadir 10 ml 

cloroformo/isoaminoalcohol (24:1),   agitar   manualmente   durante   10 

minutos, y centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos a 10°C. 

- Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo, añadir 300 μl de acetato de 

sodio 3 M (pH 5,2) y 10 ml de isopropanol. Agitar suavemente hasta que 

el ADN haya precipitado y capturar el ADN con la punta de una 

micropipeta 

- Lavar el ADN con etanol al 70 % y disolverlo con 0,5-1 ml de agua 

bidestilada toda la noche a 4°C en un agitador rotatorio. 
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- Medir la concentración de ADN en un espectrofotómetro a 260 nm. 
 
 
 

Para la determinación de 8-oxo-dG en ADN genómico, se realizó lo siguiente: 
 

- Lavar el ADN aislado 2 veces con etanol al 70%. Secar y resuspender 

en 200 μL de Tris 10 mM, 0.1 mM EDTA, 100 mM NaCl (pH 7.0) para su 

digestión enzimática. 

- La primera digestión consiste en añadir, a 200 μg totales de DNA, 100 U 

de DNasa I en 40 μL Tris 10 mM y 10 μL de MgCl2 0.5 M (concentración 

final de 20 mM) e incubar durante 1 hora a 37ºC. 

- En  el  siguiente  paso,  bajar  el  pH  de  la  mezcla  de  reacción  a  5.1 

mediante la adición de 15 μL de acetato sódico 0.5 M pH 5.1. 

- Posteriormente, añadir 10 μL de nucleasa P1 (5 U) y 30 μL de ZnSO4 10 

mM (concentración final de 1mM) e incubar la mezcla durante 1 hora a 

37ºC. 
 

- Después de neutralizar el pH de la mezcla de reacción con 100 μL de 

Tris 0.4 M pH 7.8, añadir 20 μL de fosfatasa alcalina (3 U) e incubar 

durante 30 minutos a 37ºC. 

- Precipitar  las  proteínas  con  la  adición  de  acetona  (5  volúmenes), 

desecharlas mediante centrifugación y secar el sobrenadante por 

evaporación. 
 
 

El ensayo de la 8-oxo-dG se determinó mediante HPLC. El ADN hidrolisado se 

disolvió en agua grado HPLC y filtrada con una jeringa de 0.2-40 μm antes de 

aplicar a la columna Waters ODS HPLC (2.5x0.46 ID; 5 μm de tamaño de 

partícula). La cantidad de 8-oxo-dG y la dG en el ADN digerido se midió por 

detección de absorbancia UV y electroquímica respectivamente. También 

analizamos patrones de dG y 8-oxo-dG para comprobar la correcta separación 

y poder identificar aquellas bases derivadas del ADN celular. 
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4.5) NIVELES DE ARNM DE TNF-α 
 
 

4.5.1. Aislamiento de ARN / ADN 
 
 

El  ARN  total  de  las  células  se  aisló  utilizando  TRIZOL  (Invitrogen  Life 
 

Technologies, número de catálogo: 10296-010), siguiendo este protocolo: 
 
 

- Resuspender el pellet de células con 1 ml de Trizol hasta la completa 

disolución e incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos 

- Añadir 200 µl de cloroformo, agitar vigorosamente e incubar 2-3 minutos 

a temperatura ambiente 

- Centrifugar a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C 
 

- Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo 
 

- Añadir  500  µl  de  Isopropanol  e  incubar  10  minutos  a  temperatura 

ambiente 

- Centrifugar a 12000 rpm durante 15 minutos 
 

- Desechar el sobrenadante 
 

- Lavar el pellet con 1 ml de etanol al 75% y vortear 
 

- Centrifugar a 7500 rpm durante 5 minutos a 4°C 
 

- Dejar secar al aire el pellet 
 

- Resuspender con agua libre de ARN sas (22 µl) 
 

- Incubar 10 minutos a 55-60° 
 
 
 
 

4.5.2. Cuantificación de los niveles de ARNm 
 
 

Los niveles de ARNm se determinaron mediante análisis con PCR cuantitativa 

en tiempo real, utilizando el aparato ABI Prism 7900 HT Fast Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems, Foster City, CA). Para el estudio de la expresión 

de genes de interés, en este caso para el TNF-α, una vez extraído el ARN total 

se realizó una retrotranscripción para el paso del ARN a ADNc. Posteriormente, 

mediante  la  reacción  en  cadena  de  la  polimerasa,  se  amplificó  el  ADN 

utilizando primers específicos. 
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-  Para  la  realización  de  la  retrotranscripción (RT-PCR)  de  las  muestras, 

alícuotas  de  2  μg  fueron  sometidas  a  retrotranscripción  y  se  llevaron  al 

termociclador en las condiciones estándar habituales: 
 
 

30 minutos 16°C 

30 minutos 42°C 

5 minutos 85°C 

∞* 4ºC 
 
 
 

*Durante un tiempo indefinido para conservar la reacción a corto plazo 
 
 

- Para la realización de la PCR cuantitativa en tiempo real (Q-PCR) se usaron 

primers y sondas específicas para el TNF-α (Assay-on-demand, 

Hs00174128_m1, Applied Biosystems). Estos primers son secuencias cortas 

de 18-22 nucleótidos que son reconocidas por la polimerasa permitiendo iniciar 

la reacción y que delimitan la zona de material genético a amplificar. 
 

Se utilizó el kit TaqMan ® Universal PCR Master Mix (de Applied Biosystems, 

P/N 4304437, Foster City, CA). El volumen total de la reacción fue de 20 µl 

incluyendo: 
 

1)  Taq Man Universal PCR Master Mix (1X) 
 

2)  Forward y reverse primer (50 en 900 nM) 
 

3)  Sonda-primer específico para TNF-α (2.5 μM) 
 

4)  2.3 µl de ADNc, producto de transcripción inversa del ARN 
 

5)  Completar con H2O 
 
 
 

● Las condiciones de PCR fueron: 
 

- 10 minutos a 95ºC para la activación de la enzima; la polimerasa 

precisa de calor para su activación. 

- 40 ciclos de: 
 

-  15  segundos  a  95ºC:  se  desnaturaliza  el  cDNA  (se 

separan las dos hebras) 

- 1 minuto a 60ºC: el cebador se unirá a su secuencia 

complementaria molde de ADNc, permitiendo así el alineamiento. 
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La polimerasa une el híbrido de la cadena molde y el cebador y 

empieza a sintetizar. 
 
 

Para normalizar las medidas de las muestras se usó gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa  (GAPDH)  como  “housekeeping”  o  control  interno.  Cada 

muestra se analizó por triplicado y la expresión se calculó según el método 

tradicional de 2 –∆Ct. 
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4.6) CUANTIFICACIÓN  DE  LA  ACTIVIDAD  DE  LAS  DIFERENTES  ENZIMAS 
 

ANTIOXIDANTES 
 
 

Los mecanismos antioxidantes fueron caracterizados por medición de la 
actividad de las enzimas más representativas: Superóxido Dismutasa 

(encargada de la dismutación del radical O -), Catalasa (que se encarga de la 
metabolización del H2O2) y Glutatión Peroxidasa (que metaboliza los peróxidos 

lipídicos y el H2O2). 
 

4.6.1. Estudio de la actividad superóxido dismutasa (SOD) 
 
 

La actividad SOD fue medida con el Bioxytech ® SOD-525™ assay kit 

(OxisResearch) para medir la actividad SOD global y el Superoxide Dismutase 

Assay kit (Cayman Chemical) para la actividad por separado de los diferentes 

tipos de SOD (Cu/Zn y Mn) siguiendo las instrucciones recomendadas por el 

fabricante. 
 

4.6.1.1. Fundamento 
 
 

La SOD es una metaloenzima que cataliza la reacción de dismutación del O -, 

en oxígeno y H2O2, que constituyen una parte fundamental de los mecanismos 

de defensa antioxidante celular (Sandstrom et al., 1994). 
 
 
 
 
 
 
 

La reacción catalizada por SOD es extremadamente rápida, 2 x 109 M-1 sec-1, y 
 

en presencia de suficientes cantidades de la enzima, normalmente mantiene la 
 

concentración de O - 
 

muy bajo. Sin embargo, en una reacción competitiva, el 
 

NO reacciona con el O -, con una tasa constante de 6,7 x 109
 

 

M-1 
 

sec-1
 

 

para 
 

formar el peroxinitrito, un fuerte agente oxidante y nitrante (Beckman et al., 
 

1996). 
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4.6.1.2. Actividad SOD global 
 
 

4.6.1.2.1. Principios del procedimiento 
 
 

La actividad SOD global fue medida mediante el método recomendado en el 
 

Bioxytech ® SOD-525™ assay kit (OxisResearch, número de catálogo 21010). 
 
 

El método se basa en el aumento de SOD mediante la tasa de autoxidación de 

5, 6, 6 bis, 11 ter-tetrahidro-3, 9, 10 rihydroxybenzo [c] flúor (reactivo R1) en 

una solución alcalina acuosa, con el fin de producir un cromóforo con 

absorbancia máxima a 525 nm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La interferencia debido a mercaptanos como el glutatión reducido es controlada 

por el pretratamiento de las muestras con metil-2-vinylpyridinium (reactivo R2), 

que directamente elimina mercaptanos por medio de una rápida reacción de 

alquilación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La medida de los cambios de absorbancia a 525 nm se realiza después de la 

adición del reactivo R1. 
 

La actividad de la SOD se determina a partir de la relación de los tipos de auto- 

oxidación en presencia (Vs) y en ausencia (Vc) de la SOD. La relación VS/VC 

como función de la actividad de la SOD es independiente del tipo de SOD 

(SOD-Cu/Zn, SOD-Mn, SOD-Fe) que se está midiendo. 
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Una unidad de SOD-525 se define como la actividad que duplica la tasa de 

autoxidación del control blanco (Vs/Vc = 2). La relación entre la Vs/Vc y la 

actividad de la SOD es descrita por la siguiente ecuación: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.6.1.2.2. Reactivos 
 
 

- Reactivo R1: 
 
 

5,6,6a,11b-tetrahidro-3,9,10-trihidroxibenzo[c]fluoreno  en  HCl  que  contiene 

ácido dietileno-triamino-pentaacético (DTPA) y etanol 
 

- Reactivo R2: 
 
 

1-metil-2-vinilpiridinium trifluorometanosulfonato en HCl 
 
 

- Tampón: 
 
 

2-amino-2-metil-1,3-propanediol, que contiene ácido bórico y DTPA, pH = 8.8 

(a 37°C) 
 

4.6.1.2.3. Protocolo 
 
 

El procedimiento se realizó en cubeta y el procedimiento experimental fue el 

siguiente: 

 
- 900 μl de tampón en cada cubeta 

 
- Añadir 40 μl de muestra o de blanco 

 
- Añadir 30 μl del reactivo R2 

 

- Incubar a 37 °C durante 1 minuto 
 

- Añadir 30 μl del reactivo R1 
 

- Medir la absorbancia a 525 nm cada 3 segundos durante 2 minutos 
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4.6.1.2.4. Cálculos 
 
 

Hay dos formas de determinar la actividad SOD en este protocolo. La primera 

es mediante una tabla con las relaciones Vs/Vc ya establecidas (ver tabla) y la 

segunda calculándolo directamente con la siguiente fórmula, que fue el método 

que nosotros utilizamos. 
 

Todas las medidas fueron normalizadas según la concentración de proteínas 

calculada por método Lowry (ver delante). 
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4.6.1.3. Actividad SOD-Cu/Zn y SOD-Mn 
 
 

4.6.1.3.1. Principios del procedimiento 
 
 

Para llevar a cabo la cuantificación de la actividad SOD, usamos el Superoxide 
 

Dismutase Assay kit (Cayman Chemical; número de catálogo 706002). Este kit 
 

- utiliza sal de tetrazolio para la detección de los radicales O2 generados por la 
 

xantina  oxidasa  y  la  hipoxantina  (ver  figura  4.1).  Una  unidad  de  SOD  es 
definida como la cantidad de enzima necesaria para hacer patente la 

dismutación del 50% del radical O -. Con este ensayo se pueden medir los tres 
tipos de SOD (Cu/Zn, Mn y Fe). 

 
Figura 4.1. Principios del procedimiento. 

 
 
 
 
 
 

Xantina + O2 
 
2 O2 

Colorante 
Formazán 

 
 

Xantina Oxidasa 
 
 

H2O2 

Ácido úrico 

 
 
 
2 O2

-
 

 

Sal de 
Tetrazolio 

 
 

SOD 
 
 

O2 + H2O2 
 
 
 
 
 
 

4.6.1.3.2. Preparación de las muestras: 
 
 

Para separar las dos enzimas SOD citosólica y mitocondrial (SOD-Cu/Zn y 

SOD-Mn respectivamente) se puede realizar mediante la adición de 1-3 mM de 

zianida  potásica,  que  inhibe  la  SOD-Cu/Zn  y  extracelular,  resultando  la 

actividad de SOD-Mn. También lo podemos hacer mediante centrifugación de 

la  muestra.  Tras  realizar  pruebas  con  los  dos  métodos  obtamos  por  la 

118

antolinmartinez
Rectángulo



11
 

M. Iborra. Estrés oxidativo y Enfermedad de Crohn 4. MATERIAL Y MÉTODOS  

 

 
 
 

centrifugación  por  resultar  mucho  más  fácil  de  realizar  y  con  mejores 

resultados. 
 

Así,  a  partir  de  las  células  de  serie  blanca  (pellet)  congeladas  a  -80ºC, 

realizamos los siguientes pasos: 
 

- Centrifugar a 10000 g, 15 minutos, 4ºC. 
 

-  Recuperamos el sobrenadante que tiene la SOD citosólica y el pellet 

obtenido la parte mitocondrial. 

-  Homogenizamos este pellet mitocondrial con un tampón que constituido 

por 20 mM HEPES a pH 7,2 conteniendo 1mM EGTA, 210 mM Manitol y 

70 mM sacarosa. 
 

- Sonicamos las dos partes mitocondrial y citosólica 
 

- Centrifugar 1500 g, 5 minutos, a 4ºC. 
 

-  Recuperamos  el  sobrenadante  de  ambas  partes:  tenemos  de  cada 

muestra dos eppendorfs, uno con la SOD-Cu/Zn y otro con la SOD-Mn. 
 
 
 

4.6.1.3.3. Preparación de reactivos 
 
 

- Assay Buffer (AB) 10X: 
 
 

Se diluyen 3 ml de AB con 27 ml de agua bidestilada. 
 

El AB final contiene: 50 mM TrisHCl, pH 8, 0,1 mM DTPA. 
 
 

- Sample Buffer (SB) 10X: 
 
 

Se diluyen 2 ml de SB concentrado con 18 ml de agua bidestilada. 

El Sample Buffer final contiene: 50 mM TrisHCl, pH 8. 
 

- Radical Detector: 
 
 

Contiene la sal de tetrazolina. Se cogen 50 μL con 19,95 ml de AB. 
 
 

- Estándar SOD: 
 
 

Es una solución de SOD Cu/Zn de eritrocitos bovinos. 
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TUBO SOD Stock 
 

(μL) 
Sample Buffer 

 

(μL) 
Final SOD actv 

 

(U/ml) 

 0 1.000 0 

20 980 0,025 

40 960 0,05 

80 920 0,1 

120 880 0,15 

160 840 0,2 

200 800 0,25 

 

 
 
 

- Xantina oxidasa: 
 
 

A 50 μL se le añaden 19,95 ml de SB. 
 
 

4.6.1.3.4. Protocolo 
 
 

Utilizamos una placa de 96 pocillos. El volumen total fue 230 μL en cada 

pocillo. La temperatura de la reacción fue de 25ºC. La absorbancia se midió a 

los 440-460 nm. 
 

Primero preparar una curva estándar. Para ello diluir 20 μL del estándar SOD 
 

con 1,98 ml de SB. Después hacer lo siguiente (Tabla 4.4). 
 
 

Tabla 4.4. Preparación de la curva estándar. 
 
 
 
 
 
 
 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 
 
 
 
 
 

- Añadir 200 μL del Radical Detector diluido y 10 μL de cada muestra o 

del estándar SOD en el caso de la curva de calibrado. 

- Añadir 20 μL de la Xantina Oxidasa a cada pocillo lo más rápidamente 

posible. 

- Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente y con la placa en 

agitación. 

- Leer la absorbancia a 440-460 nm. 
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4.6.1.3.5 Cálculos 
 
 

Representamos los valores de absorbancia de la curva estándar ajustando a 

una línea recta. Determinamos la ecuación de la regresión lineal: 
 
 
 
 
 

y = ax + b 
 
 
 
 

Obtenemos una recta de pendiente a cuya ordenada en el origen es b. 
 

La actividad SOD en U/ml de cada muestra analizada viene dada por: 
 
 
 
 
 
 
 

SOD (U/ml) = Abs 0 curva estandar/Abs muestra – b  x 0.023 ml  x factor de dilución 
a 0.01 ml 

 
 
 
 
 
 

Después se ajustó a la concentración de proteínas obtenida por el Método 
 

Lowry. 
 
 
 
 

4.6.2. Estudio de la actividad catalasa (CAT) 
 
 

4.6.2.1 Fundamento 
 
 

La determinación de la actividad CAT se llevó a cabo mediante un ensayo 

espectrofotométrico (Bioxytech ® catalase-520tm assay; número de catálogo 

21042). 
 
 

El H2O2 es un producto tóxico del metabolismo aeróbico normal y de la 

producción de ERO patógenas. La CAT (EC 1.11.1.6, oxidorreductasa 2H2O2) 

es una enzima que destruye el H2O2 por dismutación (actividad catalítica; 

Reacción  1)  y  también  por  la  actividad  peroxidativa  (Reacción  2).  En  la 

reacción  peroxidativa,  los  alcoholes  de  bajo  peso  molecular  sirven  como 
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donadores de electrones. No obstante, el significado fisiológico de la actividad 
 

peroxidativa es controvertido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La medida espectrofotométrica directa de esta actividad requiere mediciones 

en la región ultravioleta (Aebi, 1984) (Aebi, 1984) donde puede interferir la 

absorción de proteínas y otros componentes de las muestras biológicas; el 

ensayo del OXIS Catalasa-520 utiliza la luz visible (520 nm) reduciendo 

significativamente las interferencias de la muestra. 
 

4.6.2.2 Principio de la reacción 
 
 

El principio de la reacción tiene dos pasos que se resumen en la siguiente 

figura. 
 

Figura 4.2. Reacción de la actividad catalasa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La velocidad de dismutación del H2O2 en agua y oxígeno molecular (O2) es 

proporcional a la concentración de CAT (reacción 1). Por lo tanto, las muestras 

que contienen CAT se incuban en presencia de una concentración conocida de 

H2O2. Después de incubar exactamente un minuto, la reacción es parada con 

ácida  sódica.  La  cantidad  de  H2O2   sobrante  de  la  reacción  es  entonces 
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determinada por la reacción oxidativa de acoplamiento del 4-aminofenazona (4- 

aminoantipyreno,  AAP)  y  el  ácido  3,5-dicloro-2-hidroxibencenosulfónico 

(DHBS), en presencia de H2O2 y catalizada por la peroxidasa de rábano (HRP) 

(reacción 2) (Fossati et al., 1980). La quinoneimina coloreada resultante (N-(4- 

antipyrl)-3-cloro-5-sulfonato-p benzoquinonemonoimina) es medida a 520 nm. 

La actividad CAT se expresó en U/g de proteína. 
 

4.6.2.3. Procedimiento 
 
 

Las muestras que se usaron para este procedimiento fueron las células de la 

serie blanca aisladas y conservadas a -80 ºC. Se realizó en cubeta para medir 

en espectrofotómetro. 
 

- Añadir 30 μL de la curva estándar preparada o de la muestra a analizar 

en cada tubo de 1,5 ml 

- Añadir 500 μL del sustrato (10 mM H2O2) 
 

- Incubar durante 1 minuto exacto a temperatura ambiente 
 

- Añadir 500 μL Stop Reagent (para parar la reacción) 
 

- Tapar y mezclar por inversión (no usar vórtex) 
 

- Añadir 20 μL de esta mezcla de reacción en cada una de las cubetas 

que se van a usar 

- Añadir  2  ml  del  reactivo  HRP/cromógeno  en  cada  cubeta  (añadir  1 

volumen de HRP a 1000 volúmenes de reactivo cromógeno) 

- Mezclar por inversión 
 

- Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente 
 

- Leer la absorbancia a 520 nm 
 
 
 

Las diluciones estándar se prepararon por la combinación de los volúmenes 

indicados: 
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4.6.2.4. Cálculos 
 

Utilizando  los  datos  estándar,  se  realiza  la  siguiente  ecuación  con  la 

absorbancia de la CAT (A 520) a 520 nm en U/mL: 
 
 

A 520 = ax2 + bx + c 
 
 
 

Donde a, b y c son los coeficientes de la ecuación de segundo grado, A520 es la 

absorbancia de la muestra y X es la actividad de CAT en U/mL. 

Calculamos la concentración de CAT en la muestra usando la fórmula: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Después multiplicamos por el factor de dilución utilizado (usamos 2 diluciones, 

dilución  1/4  y  1/10)  y  normalizamos  a  la  cantidad  total  de  proteína  de  la 

muestra (hallada por Método Lowry). 
 
 
 
 

4.6.3. Estudio de la actividad glutatión peroxidasa (GPx) 
 
 

4.6.3.1. Fundamento 
 
 

La Glutatión Peroxidasa celular (c-GPx, EC 1.11.1.9) es un miembro de la 

familia de las enzimas GPx cuya función es detoxificar peróxidos en la célula 

(F. Ursini, et al. (1995) Meth in Enzymol). Puesto que los peróxidos pueden 

descomponerse para formar radicales altamente reactivos, la enzima GPx 

desempeña un papel fundamental en la protección de la célula frente al daño 

de los RLO, en particular frente a la peroxidación de los lípidos. 
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Las enzimas GPx catalizan la reducción de H2O2  hasta agua y los peróxidos 

orgánicos (R-O-O-H) hasta su correspondiente alcohol estable (R-O-H) usando 

glutatión (GSH) como fuente de equivalentes de reducción. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.6.3.2. Principios del procedimiento 
 

La determinación de la actividad GPx se llevó a cabo mediante un ensayo 

colorimétrico (Bioxytech ® cGPx-340 tm assay, número de catálogo 21017) el 

cual, es una medida indirecta de la actividad c-GPx (Paglia et al., 1967). El 

glutatión  oxidado  (GSSG)  produce  la  reducción  de  un  peróxido  orgánico 

gracias a la acción de la c-GPx y es reciclado al reducir su estado por la 

enzima glutatión reductasa (GR). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

El fundamento de esta técnica es medir la disminución de NADPH a 340 nm 

durante 2 minutos, producida por la acción de la GR, que según la reacción 

mostrada arriba, trasforma el GSSG producido por la GPx. 
 

La oxidación de NADPH a NADP+ se acompaña de una disminución en la 

absorbancia a 340 nm, para lo cual necesitamos un espectrofotómetro para 

que monitorice la actividad de la enzima GPx. El coeficiente de extinción molar 

del NADPH es 6220 M-1cm-1 a 340 nm y se calcula el descenso de 

NADPH/minuto. 

125

antolinmartinez
Rectángulo

antolinmartinez
Rectángulo

antolinmartinez
Rectángulo

antolinmartinez
Rectángulo

antolinmartinez
Rectángulo



12
 

M. Iborra. Estrés oxidativo y Enfermedad de Crohn 4. MATERIAL Y MÉTODOS  

 

 
 
 

Para el ensayo de la c-GPx, el homogenado celular es añadido a una solución 

que contiene glutatión, glutatión reductasa y NADPH. La reacción enzimática 

se inicia por la adición del sustrato, tert-butil hidroperóxido y la absorbancia a 

340 nm es registrada. La velocidad de disminución en la A340 es directamente 

proporcional a la actividad GPx en la muestra. 
 

La actividad GPx se determinó en las células mononucleares y los resultados 

se expresaron en mU/mg proteínas. 
 
 
 
 

4.6.3.3. Procedimiento 
 
 

Realizamos el experimento en cubeta y en placa de 96 pocillos. 
 
 

¾  Para el procedimiento en cubeta los pasos realizados fueron: 
 
 

- Primero preparar el espectrofotómetro, ajustar para medir la absorbancia 

a 340 nm y establecer la temperatura adecuada (recomendada 23-25 

°C). Hacer primero el blanco con agua destilada y a 340 nm. 
 

- Inmediatamente antes de empezar el experimento, diluir la muestra en 

Assay Buffer, por lo general 1/10 (por ejemplo, 30 μL y 270 μL de 

tampón). Estimar la cantidad de tampón que se va a utilizar, alicuotar y 

llevar a la temperatura recomendada. No es recomendable reutilizar por 

lo que se debe desechar el tampón que no se use. 

- Pipetear en cada cubeta lo siguiente: 
 

• 350 μL de Assay Buffer 
 

• 350 μL Reactivo NADPH: Añadir 7,5 ml de Assay Buffer a cada 

vial de NADPH (para 20 muestras). Llevar a la temperatura del 

ensayo  recomendada  y  proteger  de  la  luz.  A  temperatura 

ambiente se conserva durante 9 horas, no reutilizar. 

• 70 μL de muestra 
 

- Colocar la cubeta en el espectrofotómetro. 
 

- Añadir a la cubeta: 350 μL de una solución de tert-butil hidroperóxido 

(diluir el substrato a 1:10000 con agua destilada, llevar a la temperatura 

del ensayo y no reutilizar). Mezclar y evitar aparición de burbujas. 
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- Registrar el cambio en la A340 durante tres minutos. 
 
 

Hicimos dos blancos, en uno la muestra se sustituye por agua y en el otro la 

muestra se analiza con agua en lugar de tert-butil hidroperóxido. 
 

Los primeros 15 segundos de la reacción (después de añadir el sustrato) son 

excluidos del análisis, porque pueden no ser representativos de la actividad 

enzimática de la muestra debido a la mezcla. 
 

¾ Para el experimento en placa el procedimiento realizado fue el mismo, 

medimos los cambios de A360 durante 3 minutos, usamos una placa de 96 

pocillos y los siguientes volúmenes de reactivos y muestras (las mismas 

que habíamos usado en la medición en cubeta): 
 
 

• 75 μL Assay Buffer 
 

• 75 μL Reactivo NADPH 
 

• 15 μL Muestra 
 

• 75 μL 0.007% tert-Butil Hidroperóxido 
 
 
 

4.6.3.4 Cálculos 
 
 
 

- Determinar la tasa de disminución de la A340 por minuto o los cambios de 
 

A360 durante 3 minutos para pocillo y placa respectivamente 
 

- Calcular la absorbancia real de la muestra restando la observada en el 

blanco de agua en lugar de muestra 

- Convertir la A340/min de la muestra a NADPH consumido (nmol/min/ml) 
 

utilizando la siguiente relación: 
 

- 1 mU/mL = 1 NADPH nmol/min/mL = (A340/min)/0,00622 
 

- Corregir la dilución de la muestra 
 

- Expresar  las  unidades  de  actividad  en  la  muestra  en  relación  a  la 

concentración de proteína (determinada por Método Lowry) 
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4.7) ESTUDIO DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS POR EL MÉTODO 
 

LOWRY 
 
 

La concentración total de proteínas, tanto para las actividades enzimaticas 

como para cargar las muestras del western blott, se determinó mediante el 

clásico Método de Lowry para poder realizar el experimento con todas las 

muestras a igual concentración y poderlas comparar. 
 

El método de Lowry (Lowry et al., 1951) es un método colorimétrico de 

valoración cuantitativa de las proteínas. Se usan dos reactivos el Lowry y el 

Folin. 
 

El reactivo de Lowry contiene dodecilsulfato sódico, que facilita la disolución de 

las proteínas parcialmente insolubles, y tartrato cúprico alcalino, que se une a 

las proteínas. El reactivo de Folin, contiene fenol, que al interaccionar con el 

tartrato da lugar a un compuesto de color azul. A la muestra se le añade el 

reactivo que forma un complejo coloreado con las proteínas, siendo la 

intensidad del color de la disolución resultante proporcional a la concentración 

de proteínas, según la ley de Lambert-Beer. 
 

El protocolo usado fue: 
 
 

- 490 μl agua bidestilada 
 

- 10 μl de la muestra ya lisada 
 

- 500 μl reactivo Lowry* 
 

- Incubar en la oscuridad 20 minutos 
 

- Añadir 250 μl de Folin** 
 

- Vortear con pipeta 
 

- Incubar en oscuridad 30 minutos 
 
 
 
 

*Reactivo Lowry (Sigma; L3540/25VL): para su preparación a la botella de Lowry (en polvo) se 

le añaden 40 ml de H2O. 

 
** Reactivo Folin (Sigma; F9252): preparación con 18 ml de la botella de Folin y 90 ml de H2O. 
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En la primera etapa el reactivo Lowry permite que los iones Cu2+, en medio 

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

nitrógeno de los enlaces peptídicos (color azul claro) y provocando el 

desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteína, exponiéndose los 

residuos de tirosina. Y en la segunda, actuando el cobre como catalizador, se 

produce la reducción del reactivo de Folin por los grupos fenólicos de los 

residuos de tirosina. El reactivo de Folin de color amarillo, al ser reducido, da 

lugar a   un   complejo   de   color   azul   intenso   que   será   medido   por 

espectofotometría. 
 

Para determinar la concentración de proteínas de las distintas muestras se 

construyó una curva de calibrado a partir de una solución patrón con 

seroalbúmina humana (BSA). La concentración que tienen las muestras se 

determinó por interpolación de los valores de absorbancia en la curva patrón. 

Se usó un tubo con sólo agua destilada y los reactivos, como blanco para el 

ajuste del espectrofotómetro al cero de absorbancia. 
 

La curva de calibrado se hizo con concentraciones de BSA comprendidas entre 
 

0-10   mg/ml.   Se   midió   por   espectrofotometría   a   660   nm   la   cantidad 
 

(concentración) total de proteínas de cada muestra. 
 
 

Generalmente para nuestras muestras y la concentración de proteínas obtenida 

en el Lowry (mg/ml) cargamos de forma homogénea la misma cantidad de 

proteína (unos 15-20 μg) en geles discontinuos. Para ello usamos 30 μl de 

volumen total: 20 μg de la muestra (ajustada a μl por concentración de 

proteínas), 6 μl del tampón de carga (5X) y el resto H2O. Después incubamos 

cada muestra durante 5 minutos a 95ºC. 
 

El tampón de carga permite la desnaturalización de las proteínas con un agente 

desnaturalizante (dodecilsulfato sódico (SDS)) y un agente reductor (β- 

mercaptoetanol) que rompe los puentes disulfuro que mantienen la estructura 

terciaria de las proteínas. La separación en estas condiciones se produce por el 

peso molecular de cada proteína. 
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* Preparación del tampón de carga 10X: 
 

- 0.3 M TRIS Base + HCl (pH 6,8) 
 

- 50% glicerol 
 

- 10% SDS 
 

- 25% B-mercaptoetanol 
 

- 0.05% Bromofenol 
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4.8) ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES POR 
 

WESTERN BLOTTING 
 
 

Los mecanismos antioxidantes también fueron caracterizados por medición de 

la concentración de las proteínas enzimas CAT, SOD-Cu/Zn y SOD-Mn y GPx. 
 

El western blot es un procedimiento que combina entre sí varias técnicas para 

conseguir finalmente determinar la cantidad de una determinada proteína en 

una muestra problema. Las técnicas que se emplean son la electroforesis, la 

electrotransferencia a una membrana de nitrocelulosa y la detección de la 

proteína deseada mediante el reconocimiento de un anticuerpo específico. 
 

En primer lugar, las proteínas son separadas mediante electroforesis en geles 

de poliacrilamida y posteriormente se transfieren desde el gel hacia una 

membrana de nitrocelulosa, donde son visualizadas utilizando anticuerpos 

específicos para la proteína. Como resultado, podemos examinar la cantidad 

de proteínas en una muestra y comparar los niveles de proteína entre varios 

grupos, condiciones experimentales o muestras de distinta naturaleza. 
 

4.8.1. Preparación de las muestras 
 
 

El pellet de células que usamos para esta técnica fue sometido a lisis de 

eritrocitos (restos que contaminan) y posterior lisis de la serie blanca con el fin 

de liberar las proteínas del interior de la célula. El protocolo empleado fue el 

siguiente: 
 

4.8.1.1 Lisis de eritrocitos (destrucción de la membrana celular por 
shock osmótico) 

 
- 100 μl de agua bidestilada y resuspender el pellet 

 

- Agitamos con el dedo suavemente 20 segundos 
 

- Dejamos que pasen 40 segundos 
 

- Añadimos 1,4 ml de NaCl 0.9% 
 

- Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos 
 

- El pellet contiene linfos, desechar el sobrenadante 
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4.8.1.2. Lisis de serie blanca 
 
 

- Añadir unos 50 μl (más o menos, en función de la cantidad de pellet) de 

tampón de lisis total al pellet 

- Resuspender el pellet celular y dejar durante 15 minutos en hielo 
 

- Vortear 
 

- Centrifugar a 13000 g/rcf durante 10 minutos a 4ºC 
 

- Recoger sobrenadante y congelar 30 minutos (en congelador) 

*  Tampón de lisis: 

Disolución madre: 
 

- 2.38 g de HEPES pH 7,4 + 20 ml de agua bidestilada 
 

- 0.30 g de Na Cl + 10 ml de agua bidestilada 
 

- 0.37 g de NaF + 5 ml de agua bidestilada 
 

- 0.216 g de b-glicerofosfato + 1 ml de agua bidestilada 
 

- 0.087g de PMSF + 5 ml de etanol (en congelador) 

Para 10 ml de tampón: 

- HEPES 400 μl 
 

- NaCl 2000 μl 
 

- NaF 500 μl 
 

- B-glicerofosfato 100 μl 
 

- PMSF 100 μl 
 

- Triton X 100 100 μl (al 10% poner 1 ml) 
 

- Inhibidor de fosfatasas100 μl* (ortovanadato) 
 

- Inhibidor de proteasas 30 μl* 
 

- Agua bidestilada hasta 10 ml (unos 5720 μl) 
 
 

*Echar en el momento que se va a usar. 
 
 
 
 

Dado que nos encontramos con muchos problemas para la realización del 

western blot, que atribuimos que podían ser producidos por la contaminación 
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del pellet por los eritrocitos, algunos de los experimentos fueron realizados con 

otro tampón de lisis denominado “tampón RIPA”. 
 
 

*  Tampón de lisis RIPA: 
 
 
 

- 55.6 g/l NaH2PO4: Tampón A 
 

- 53.6 g/l NaHPO4 7 H2O y 35.6 g/l NaHPO4 2 H2O: Tampón B 
 

- TRITON 20% 
 

- 0.5 g SDS 
 

- 0.5 % NaN3 (azida sódica) 
 

- NaCl 4M 
 
 
 

Así pues el tampón con volumen total de 500 ml contiene: 
 

- 4 ml Tampón A 
 

- 21 ml Tampón B 
 

- 25 ml Tritón 
 

- 0.5 g SDS 
 

- 2.5 g azida sódica 
 

- 12.5 ml NaCl 4M 
 

- Enrasar a 500 ml con H2O 
 

En el momento que se va a usar añadir: 
 

- 10 mg/ml deoxicolato sódico 
 

- 1 mM PMSF (preparado en etanol y guardado a -20º) 
 

- Inhibidor de proteasas 
 
 
 

La concentración total de proteínas, al igual que para las actividades 

enzimáticas, fue calculada mediante el clásico Método de Lowry para poder 

realizar el experimento con todas las muestras a igual concentración y poderlas 

comparar. 
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4.8.2 Técnica de Western Blot 
 
 

4.8.2.1. Fundamento de la técnica 
 
 

La técnica de western blot (WB) combina la selectividad de la electroforesis en 

un gel de poliacrilamida, que permite la separación de las proteínas, con la sen- 

sibilidad  de  una  prueba  inmunoenzimática,  que  pone  en  evidencia  los 

complejos antígeno-anticuerpo formados y que, por lo tanto, permite la 

identificación de una única proteína (la de interés) dentro de una muestra 

compleja proveniente de un extracto proteico de origen diverso (células, fluidos 

biológicos o tejidos). 
 

La técnica de electroforesis consiste en la separación de las proteínas de una 
muestra en función de su peso molecular. Para ello, las proteínas de la muestra 

disueltas con tampón de carga se desnaturalizan por calentamiento a 95oC 
durante 5 minutos (se rompen los enlaces de hidrógeno). 

 
4.8.2.1. Metodología 

 
 

4.8.2.2.1 Preparación del gel de poliacrilamida y separación de las 

proteínas por electroforesis 
 

Los geles de poliacrilamida se preparan según la tabla (en ml). El tamaño del 

poro del gel influye notablemente en la capacidad de migración de la proteína 

y, por lo tanto, debe ser el apropiado al peso molecular de la proteína. 
 
 

10% 5 ml (1 gel) 10 ml (2 geles) 15 ml (3 geles) 20 ml (4 geles) 

H2O 2.425 4.8 5.9 7.9 

40% Acrylamida 1.275 2.5 5 6.7 

TRIS 1.5 M (pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5 

10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 

10% APS 0.05 0.1 0.15 0.2 

TEMED 0.004 0.006 0.008 0.010 
 

 
Para Catalasa de 60 KDa usamos el gel al 10% 
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12% standard 5 ml (1 gel) 10 ml (2 geles) 15 ml (3 geles) 20 ml (4 geles) 

H2O 2.3 4.3 6.66 8.6 

40% Acrylamida 1.5 3 4.33 6 

TRIS 1.5 M (pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5 

10% SDS 0.05 0.1 0.15 0.2 

10% APS 0.05 0.1 0.15 0.2 

TEMED 0.0035 0.006 0.008 0.010 
 
 

SDS (Merck; 822050): 1g se disuelve en 10 ml de H2O 

APS (Sigma; A3678-25G): 1 g en 10 ml de H2O 
 

Preparación del TRIS 1,5 M pH 8.8: 
 
 

- A  200  ml  de  H2O  le  añadimos  36,33  g  de  TRIS  base  (Roche; 
 

3573826001). Ajustar pH añadiendo HCl. 
 

- Limpiar los cristales con alcohol y montar. Echar el gel rápido y con 

cuidado (de 1 ml en 1 ml) 

- Añadir agua bidestilada por encima y dejar que gelifique 
 

(aproximadamente 20 minutos) 
 

- Una vez gelificado eliminar el agua que sobra de arriba y secar con 

papel de filtro. 

- Preparar Stacking gel (cantidades en ml): 
 
 
 

STACKING GEL 4 ml (2 geles) 8 ml (4 geles) 

H2O 2.87 5.74 

40 % Acrylamida 0.5 1 

TRIS 0.5 M (pH 6.8) 1 2 

10% SDS 0.04 0.08 

10% APS 0.04 0.08 

TEMED 0.006 0.012 
 
 

TRIS 0,5 M pH 6.8: 66.6 ml de TRIS 1.5 M (preparado para hacer el gel) y 
 

133.3 ml H2O. Ajustar pH a 6.8 añadiendo HCl. 
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- Con micropipeta de 1 ml añadimos el stacking por encima del gel hasta 

cubrirlo. Así, el gel se compone de dos zonas: una zona de apilamiento o 

staking, de baja concentración de acrilamida, para facilitar la entrada y la 

compactación de las muestras en el gel y una zona inferior de resolución 

o running con alta concentración de acrilamida (10-12%) que separa las 

proteínas por su peso molecular. 

- Colocamos los peines (10 pocillos y 1,5 mm) y dejamos polimerizar 20- 
 

30 minutos 
 

- Una vez polimerizado y antes de cargar el gel, lavar los pocillos con 

tampón de electroforesis (Running Buffer; ver composición delante). 

- Colocar  los  cristales  en  la  cubeta  de  electroforesis  (BIO  RAD  Mini- 

PROTEAN Tetra cell). Quitar los peines y lavar los pocillos con tampón 

de electroforesis. Añadir dicho tampón hasta que cubra los pocillos. 

- Cargar las muestras para hacerlas correr por el gel de electroforesis. 
 

Para ello deben haber sido preparadas previamente añadiéndoles el 

tampón de carga explicado anteriormente. Empezamos a cargar por la 

derecha y preferiblemente ponemos en la esquina el marcador, unos 4 µl 

(Protein Ladder de Fermentas, SM0671) y a continuación las muestras. 

El marcador nos permite tener unas bandas de distintos pesos 

moleculares que sirven de referencia para poder identificar la proteína. 

- El gel se somete a un campo eléctrico de voltaje constante de 100 

voltios durante al menos 2 horas en el tampón de electroforesis. 
 
 

4.8.2.2.2. Transferencia a la membrana de nitrocelulosa 
 
 

Una vez separadas, las proteínas por electroforesis fueron transferidas a una 

membrana para el inmunobloqueo por medio del sistema Mini-protean II (Bio- 

Rad, USA). Durante la transferencia, se pone el gel migrado en contacto con 

una membrana de nitrocelulosa (Schelider & Schuel, USA) en condiciones 

húmedas y se crea un campo eléctrico que empuje a las proteínas a salir del 

gel. Así se quedan sobre la membrana siendo susceptibles de unirse a los 

anticuerpos específicos deseados. 
 

- Cortar para cada gel una membrana de nitrocelulosa y 2 papeles de filtro 
 

(Whatman) con medidas de 8.5 x 7 cm, adecuadas al soporte, 
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- Sumergir  en  tampón  de  transferencia  a  10X  (Transfer  Buffer;  ver 

composición delante), la membrana, el papel y las esponjas. 

- Se inicia apilando sucesivamente sobre una esponja plana papel de filtro 

empapado en tampón de transferencia, el gel, la membrana en contacto 

directo con el gel, más papel de filtro y finalmente una esponja plana. 

- Este conjunto se recoge entre dos capas de plástico perforado y se 

introduce en una cubeta en la que se encuentra el tampón de 

transferencia y dos electrodos planos (diseñados para conseguir un 

campo uniforme en toda la superficie del gel). Se dispone de forma que 

el gel quede hacia el ánodo (-) y la membrana hacia el cátodo (+). 

- El proceso se desarrolla a una intensidad constante de 120 mA, a 4°C, 

durante toda la noche (overnight) y en tampón de transferencia. Según 

los tiempos del experimento, en ocasiones la tranferencia se realizó 

durante 50 minutos a 120 voltios o 90 minutos a 60 voltios a 4°C y 

cubierto de tampón de transferencia. 
 
 

4.8.2.2.3. Bloqueo o incubación con el/los anticuerpo primarios contra 

la/s proteína/s de interés 
 
 

- Tras la transferencia se separa el gel de la membrana con cuidado. El 

gel se tiñe con azul de Coomassie. 

- Posteriormente  las  membranas  se  incubaron  1  hora  a  temperatura 

ambiente en una solución de bloqueo para impedir las uniones 

inespecíficas de los anticuerpos, con leche desnatada al 5% y TBS- 

Tween (50 ml de TBS 10 X, 450 ml de H2O y 250 µl de Tween). 

- Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con 15 ml de TBS-T. 
 

- Se incubaron las membranas con agitación en el anticuerpo primario, a 

la dilución que le corresponda que varía en función del anticuerpo (ver 

tabla) y con el tampón de leche al 1%, durante 2 h (a Tª ambiente) o 

durante toda la noche (a 4°C). 

- Se realizaron 3 lavados de 5 min  leche 1% TBS-T para eliminar el 

exceso de anticuerpo que haya podido quedar en la membrana. 
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4.8.2.2.4. Bloqueo o incubación con anticuerpos secundarios que 

actúan de ligando del anticuerpo primario unidos a enzimas u otros 

marcadores 

- Añadir anticuerpo secundario (anti-mouse o anti-rabbit) con tampón de 

leche 1% durante 1 hora (ver composición delante) a temperatura 

ambiente y agitación constante. Varía la cantidad según el anticuerpo 

(ver tabla). 

- Añadir 0.7 µl de antipatrón (precisión strep) 
 

- Hacer 3 lavados de TBS-T de 5 minutos 
 
 
 

Lista de anticuerpos utilizados: 
 
 
 

• CAT 505 (Sigma; C 0979) 
 

• Cu/Zn SOD pAb (SOD 101) (Stressgen; SOD 100 E) 
 

• SOD-Mn (Stressgen; SOD 110) 
 

• GPx 1 (Abcam; ab22604) 
 

• Anti-Mouse IgG (goat) horseradish Peroxidase conjugated (Calbiochem; 
 

401215) 
 

• Anti-Rabbit IgG horseradish peroxidase conjugated (cell signaling; 7074) 
 
 
 
 
 

Ac Primario Peso 
 

molecular 
Concentración Ac secundario Concentración 

GPx 22 KDa 1:500 Anti-Rabit 1:4000 
SOD Mn 18 KDa 1:5000 Anti-Rabit 1:4000 
SOD Cu/Zn 20 KDa 1:1000 Anti-Rabit 1:4000 
CAT 66 KDa 1:7000 Anti-Mouse 1:7500 
Controles 

 

de carga 
    

Actina 43 KDa 1:250 Anti-Mouse 1:7500 
Tubulina 50 KDa 1:1000 Anti-Mouse 1:7500 
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4.8.2.2.5. Revelado de la membrana 
 
 

La membrana se incubó 1 minuto con reactivos para el revelado. Para ello 

añadimos el sustrato (luminol: ECL Western Blotting Detection Reagents; GE 

Healthcare Life Sciences, UK) en cantidad de 1 mL/membrana. 
 

Inmediatamente después las imágenes se capturaron mediante un digitalizador 

de imagen (Fujifilm LAS-1000 plus). 
 

4.8.2.2.6. Densitometrado 
 
 

Las señales fueron cuantificadas con el programa de análisis ImageGauge, 

versión 4.0, que permite evaluar la intensidad de la señal para cada una de las 

bandas estudiadas (Fuji Photo Film Co., Ltd). 
 

4.8.2.2.7. Preparación de tampones 
 
 

* Tampón de electroforesis 10X: 
 
 

- TRIS 0.25 M: 30 g 
 

- Glicina 2M: 144 g 
 

- SDS 1%: 10 g 
 

- Enrasar hasta 1 litro con H2O bidestilada 
 
 

* Diluir a 1 X para usar: 100 ml de la preparación con 900 ml de H2O. 
 
 
 

* Tampón de transferencia 1X: 
 
 

Para preparar 1 litro: 
 
 

- Tris 25 mM: 3.03 g 
 

- Glicina 192 nM: 14.4 g 
 

- Metanol 20% v/v: 200 ml 
 

- Enrasar con H2O hasta 1 litro 
 
 

Lo  usamos  diluido  a  10X.  Para  ello,  cogemos  80  ml  del  tampón  de 

transferencia 1X, hasta 800 de H2O y añadimos 200 ml de metanol en el 

momento en que se usa, ya que es muy neurotóxico y se evapora con facilidad. 
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* Preparación de TBS (10X): 
 

- TRIS 24,2 g 
 

- NaCl 80 g 
 

- Disolver en 1 litro de H2O 
 

- Ajustar pH a 7.6 con HCl 
 
 
 

* Preparación leche al 5%: 
 

- 5 g de leche en polvo 
 

- 100 ml de TBS-Tween 1X 
 
 
 

* Preparación leche al 1%: 
 

- 1g de leche en polvo 
 

- 100 ml de TBS-T 1X 
 
 
 

También se puede hacer a partir de 20 ml de leche al 5% y hasta 100 ml de 
 

TBS-T. 
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4.9) ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

Los datos se han introducido en bases de datos SPSS (versión 11.5) y se 

realizaron análisis estadísticos según fuera necesario con los diferentes test 

estadísticos (Man-Witney, T-Student pareados). 

Las diferencias estadísticas se han analizado utilizando el test no paramétrico 

de Mann-Witney. Los resultados se expresan en las tablas y figuras como la 

media ± error estándar de la media. Se ha usado la correlación de Pearson en 

los casos necesarios. 

Para los estudios genéticos se han usado test estadísticos específicos que se 

detallan en sus correspondientes apartados. 
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4.10) EXTRACCIÓN ARN DE LEUCOCITOS EN FRESCO 
 
 

La sangre fue extraída a las 8 de la mañana y en ayunas y recogida en tubos 

heparinizados para su inmediato procesamiento. 
 

La extracción total de ARN se llevó a cabo con el Kit Leukolock TM Total ARN 

Isolation System (Ambion; Ref. AM 1923, AM 1933, AM 1934) según las 

indicaciones del fabricante, con algunas modificaciones que se exponen a 

continuación: 
 

- Aislamiento   y   estabilización   de   leucocitos:   9-10   ml   de   sangre 

anticoagulada (en 3 tubos de EDTA) se pasan a través de un filtro del kit 

LeukoLOCK que captura los leucocitos y está conectado a un tubo de 

vacio donde el plasma, plaquetas y eritrocitos son eliminados. 

- El filtro se lava con 3 ml solución amortiguadora de fosfatos (PBS) para 

eliminar los eritrocitos residuales, y después con 3 ml de ARN later para 

estabilizar el ARN de leucocitos. 

- Eliminar ARN later residual del filtro haciendo vacío en otro tubo 
 

- Lisis  de  leucocitos: preparar  en  el  momento  el  Lysis/Binding  Sol 

añadiendo el pH Adjustment Solution. Preparar en función del numero de 

muestras (2.5 ml de Lysis/Binding y 70 microl de pH Adj). Pasar el 

contenido por el filtro y recoger el producto del lisado en un tubo de 15 

ml. El filtro lo podemos desechar. 

- Agitar el tubo para facilitar la lisis. 
 

- Añadir 25 μL de Proteinasa K, que captura el ARN y agitar durante 5 

minutos. 

- Añadir 50 μL de ARN Binding Beads y 2.5 ml de 100% isopropanol para 

purificar el ARN. Agitar manualmente 5 minutos. 

- Para recuperar el ARN, centrifugar a 3200 rpm durante 3 minutos y 

desechar sobrenadante. Nos quedamos con el ARN Binding Beads. 

- Lavar con 1200 μL de Wash Solution 1 (primero 600 μL para recuperar 

las Beads y luego otros 600 μL para recoger restos de las paredes del 

tubo) y pasar a un eppendorf. 

- Centrifugar a máximo 15-30 segundos. 
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- Recuperar  por  captura  magnética  (imán)  las  Beads  y  desechar  con 

mucho cuidado el sobrenadante. 

- Lavar  con  750  μL  de  Wash  Solution  2/3,  vortear  30  segundos  y 

centrifugar a máximo 15-30 segundos, para facilitar el lavado. Recuperar 

por captura magnética (imán) las Beads y desechar con mucho cuidado 

el sobrenadante. Hacer 2 lavados. 

- Dejar reposar con tapa de eppendorf abierta 2 minutos para secar bien 

las Beads. 

- Para eluir el ARN añadir 50 μL de Elution Solution y vortear durante 30 

segundos 

- Centrifugar a 16000 rpm durante 2 minutos 
 

- El ARN que contiene el sobrenadante se lleva a un nuevo contenedor 

adecuado para su conservación. 

-  Previo a la congelación el ARN se eluye con 1 μl de agua libre de 

ARNasas para cuantificarlo y comprobar su integridad. El resto se 

congela a - 80ºC hasta su uso. La concentración de ARN se estima 

midiendo la absorbancia a 260 nm y su pureza con el ratio A260/A280. El 

ARN se considera puro cuando el ratio es cercano a 2. 
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4.11) CUANTIFICACIÓN  DE  ARNM  POR  ESPECTROMETRÍA  DE  MASAS 
 

SEQUENOM 
 
 

Se analizaron un total de 18 muestras de controles, 20 de pacientes con EC 

activa al debut de la enfermedad y 10 de pacientes con EC inactivos (sólo 5 de 

ellos coincidieron con los debuts). 
 

4.11.1. Fundamento 
 
 

La expresión de ARNm de las diferentes enzimas antioxidantes (CAT, SOD1 y 

SOD2) se midió por la aplicacion “SEQUENOM MassARRAY ® quantitative 

gene expression (QGE) analysis (Sequenom TM)”. Puesto que esta técnica 

permite analizar la expresión de hasta 20 genes diferentes, analizamos la 

expresión de otras moléculas implicadas también en el estrés oxidativo, la 

apoptosis, la señalización intracelular y la telomerasa. Así los genes analizados 

fueron: 
 

- Genes relacionados con el estrés oxidativo: CAT, SOD-Cu/Zn 
 

(SOD 1), SOD-Mn (SOD2), NOS2A, PKCgamma, PKCzeta 
 

- Genes relacionados con la apoptosis: FASR, FASLG, STAT1, 

NFKB1, ASK 

- Genes  de  moléculas  de  señalización  intracelular: PSKH1, 

PPID, ABCB1, IL-2, IL23R. 

- Genes de telomerasa: TERT 
 
 

El método MassARRAY® QGE combina PCR (rcPCR) con la espectrometría 

de masas de desorción/ionización láser según tiempo de vuelo asistida por 

matriz (MALDI-TOF MS: matrix -assisted laser desorption/ionization time-of- 

flight mass spectrometry) ya descrita previamente (Vandesompele et al., 2002). 
 

En esta técnica, tras el aislamiento del ARN , se continúa con la obtención del 

cDNA correspondiente por medio de una transcripción inversa. Posteriormente, 

el cDNA así obtenido es sometido a una PCR en tiempo real en la que cada 

cDNA  de  interés  compite  en  la  amplificación  con  un  competidor.  Este 

competidor consiste en una molécula sintética de ADN cuya secuencia es 
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idéntica  en  todas  las  posiciones  a  la  de  cada  uno  de  los  cDNAs  que  se 

pretende cuantificar, excepto en una sola base. La determinación de cada 

muestra se hizo 8 veces usando 8 concentraciones distintas de los 

competidores. Con el uso de estos competidores se obtuvo, para cada gen a 

analizar, una recta patrón, de donde se extrajo la cantidad de ARN m de 

nuestro gen en esa muestra en concreto. Posteriormente a la PCR competitiva, 

los productos de reacción son purificados y llevados al espectrómetro para su 

cuantificación. 
 

4.11.2. Transcripción Reversa (RT-PCR) 
 
 

Para la transcripción inversa se utilizaron 1000 ng de ARN total. La síntesis de 

cDNA se realizó utilizando el kit “High Capacity ARN -to-cDNA Kit” (Applied 

Biosystems Pty Ltd, VIC 3179, Australia) y una combinación de cebadores 

aleatorios y oligo(dT) siguiendo los protocolos del proveedor. 
 

4.11.3. PCR en tiempo real y preparación de los productos obtenidos 
 
 

Tras la trascripción reversa, el cDNA obtenido fue diluido 1/10 en agua. Un μl 

de esta dilución fue suplementado con 1 μl de una mezcla de competidores 

para realizar la primera PCR competitiva que ocurre en el protocolo 

MassARRAY Quantitative Gene Expression (QGE). Los productos de la PCR 

fueron lavados con fosfatasa alcalina para eliminar el exceso de dNTPs y 

posteriormente  se  realizó  una  reacción  de  extensión  con  un  cóctel  de 

cebadores y la mezcla “ACT termination mix”, que contiene 

ThermoSequenaseTM,  los  dideoxinucleótido  trifosfatos  ddATP,  ddCTP  y 

ddTTP,  y  el  trifosfato  de  desoxinucleótido  Dgtp,  incluida  en  el  kit  "IPLEX 

GOLD". 
 

Los productos de la amplificación fueron tratados con resina SpectroCLEAN 

(SequenomTM) para eliminar las sales presentes en el tampón de reacción. 
 

4.11.4. Obtención del espectro de masas y normalización estadística de las 

medidas 
 
 

Se depositaron 25 nl de solución de cada una de las reacciones obtenidas 

sobre un Spectrochip (Sequenom TM) en formato de 384 pocillos, en la que se 
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realiza la cuantificación del ARN m. Los productos fueron resueltos en un 

espectrómetro  lineal  de  masas  MALDI  TOF  (MassARRAY  Compact, 

Sequenom, San Diego, CA.). La señal de adquisición, la asignación del alelo y 

la integración por área de los picos del espectro se realizaron con el aparato 

MassARRAY RT Workstation v3.4 (Sequenom, San Diego, CA). Los datos 

fueron analizados utilizando MassARRAY QGE Analyzer v3.4 (Sequenom, San 

Diego, CA.) Este análisis permite la cuantificación de cada uno de los ARN m 

de interés por medio de la interpolación del pico obtenido en el espectro para 

un ARN m concreto en la recta patrón generada con su competidor 

correspondiente a distintas concentraciones. Todos los picos fueron 

identificados y analizados por MassARRAY Quantitative Gene Expression 3,4 

software (SequenomTM). 
 

La normalización del número de copias entre las muestras de diferentes 

experimentos se llevó a cabo incluyendo entre los genes analizados 3 genes 

housekeeping (ACTB-6, GAPDH-6 y HMBS-7) y el software geNorm. Los 

factores de normalización por muestra se calcularon mediante la media 

geométrica de la combinación más estable de estos ensayos normalizados, 

determinado por la medida de la variación en pares según los cálculos de 

geNorm (Gentleman et al., 2004). Los resultados se presentan como la media y 

desviación típica de 4 determinaciones idénticas para cada muestra. 
 

4.11.5. Diseño de las sondas Mass ARRAY 
 
 

Todos los cebadores y competidores de la PCR fueron diseñados usando el 

QGE Assay Design – Multiplexed QGE Assay Design software (SequenomTM) 

y contienen idénticas secuencias en sus extremos 5' para conseguir la masa 

atómica  adecuada.  El  panel  de  genes  analizados  para  este  estudio  fue 

diseñado como una reacción de PCR múltiple única que ya incluye los genes 

ACTB-6, GAPDH-6 y HMBS-7 como controles internos. En el protocolo 

establecido por Sequenom se establece una primera reacción de PCR donde 

un par de oligos (llamados Up y Down) se usan para amplificar la región 

correspondiente a cada uno de los genes a estudiar. Posteriormente, cada uno 

de estos productos de amplificación es sometido a una segunda reacción de 
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PCR (reacción de extensión) en la que el producto final tendrá una secuencia 

distinta según la mutación concreta que tiene. 
 

Primers para la amplificación 
 
 

FAS R DOWN ACGTTGGATGCTGCATGTTTTCTGTACTTCC 

STAT1 DOWN ACGTTGGATGCCATCAAGTTCCATTGGCTC 

TERT DOWN ACGTTGGATGATCCTGAAAGCCAAGAACGC 

PKC zeta DOWN ACGTTGGATGTGCCATGTCCGGGAGAAGAC 

SOD2 DOWN ACGTTGGATGAGAAGTACCAGGAGGCGTTG 

SOD1 DOWN ACGTTGGATGACATTGCCCAAGTCTCCAAC 

CAT DOWN ACGTTGGATGCTGCACAAAGGTGTGAATCG 

ASK DOWN ACGTTGGATGGTAGAGAACATCCAATAGTG 

IL-23R DOWN ACGTTGGATGCCAATGTCTCCTCTGTTGTC 

NOS2A DOWN ACGTTGGATGAGGTGGAAGCCGCTGGCATT 

PKC gamma DOWN ACGTTGGATGTCCTTCACAATCAGGGCATC 

NFKB1 DOWN ACGTTGGATGACCAGCTCTCTGACTGTACC 

IL-2 DOWN ACGTTGGATGCCAGGATGCTCACATTTAAG 

ABCB1 DOWN ACGTTGGATGTTTGGATGAAGCCACGTCAG 

PSKH-1 DOWN ACGTTGGATGTCAATGAAGTCCTTGGCCAG 

FASLG DOWN ACGTTGGATGTCTTCCACCTACAGAAGGAG 

PPID DOWN ACGTTGGATGATTGGCAGGGAGCAATTGAC 
 
 

FAS R UP ACGTTGGATGGGGTGGCTTTGTCTTCTTCT 

STAT1 UP ACGTTGGATGGCCTTTGGAAAGTATTACTCC 

TERT UP ACGTTGGATGACTGCACGGCCTCGGAGGG 

PKC zeta UP ACGTTGGATGCTGGAACACACTCGGTGGG 

SOD2 UP ACGTTGGATGCATTGAACTTCAGTGCAGGC 

SOD1 UP ACGTTGGATGCCTCTATCCAGAAAACACGG 

CAT UP ACGTTGGATGAGGCTCTTCTGGACAAGTAC 

ASK UP ACGTTGGATGGAGAGTGAATGGAGCTGATG 

IL-23R UP ACGTTGGATGGGCTAACAGTTGCTTCCATC 

NOS2A UP ACGTTGGATGATGGCTCAACAGCCTGAAGC 

PKC gamma UP ACGTTGGATGCATCCAGCATCACATTGTCC 

NFKB1 UP ACGTTGGATGTCCTGCTCCTTCCAAAACAC 

IL-2 UP ACGTTGGATGTCTTCTAGACACTGAAGATG 

ABCB1 UP ACGTTGGATGCTTCTCTGGCTTTGTCCAGG 

PSKH-1 UP ACGTTGGATGAGATCCTCAGGGGCAAGTAC 

FASLG UP ACGTTGGATGCCAAAGATGATGCTGTGTGC 

PPID UP ACGTTGGATGTCTGCGGTACAATGCTTTGG 
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Primers para la extensión 
 
FAS R EXT  CCTTTCTCTTCACCCAA 

STAT1 EXT  GGCTCTGGTGCTTCCTT 

TERT EXT  CCAAGAACGCAGGGATG 

PKC zeta EXT  GGGAGAAGACAGGAGGG 

SOD2 EXT  gTGGCCAAGGGAGATGTT 

SOD1 EXT  caatTCTCCAACATGCCTCTC 

CAT EXT  TGTGAATCGCATTCTTAGGCT 

ASK EXT  tccTCAGCCAAAAACCGGCTTA 

IL-23R EXT  ggagCCTCTGTTGTCAGAAGTA 

NOS2A EXT  cccccGCCGCTGGCATTCCGCAC 

PKC gamma EXT tccGGGCATCATCTACAGGGACC 

NFKB1 EXT  ctacgGTACCCCCAGAGACCTCAT 

IL-2 EXT  ggttgACATGCCCAAGAAGGCCAC 

ABCB1 EXT  agACAGAAAGTGAAAAGGTTGTCC 

PSKH-1 EXT  ctcccCACTAGGCCAGGGCTCCCCAG 

FASLG EXT  agattGCAGAACTCCGAGAGTCTACC 

PPID EXT  agTGACAGTTGTTTAGAGGCTCTTGA 

Primers para la amplificación y extensión de los controles internos 

ACTB-6 UP  ACGTTGGATGTGAACCCCAAGGCCAACCG 

ACTB-6 DOWN ACGTTGGATGGGGTGTTGAAGGTCTCAAAC 

ACTB-6 EXT  CTCAAACATGATCTGGGTC 

GAPDH-6 UP  ACGTTGGATGCCCTGTTGCTGTAGCCAAAT 

GAPDH-6 DOWN ACGTTGGATGCAACGACCACTTTGTCAAGC 

GAPDH-6 EXT  ttttTCAAGCTCATTTCCTGGTATG  
HMBS-7 UP  ACGTTGGATGAGAGAAAGTTCCCGCATCTG 

HMBS-7 DOWN ACGTTGGATGAAGCCGGGTGTTGAGGTTTC 

HMBS-7 EXT  gatGTTTCCCCGAATACTCC 

Secuencias del competidor 

FAS R comp 
CTGCATGTTTTCTGTACTTCCTTTCTCTTCACCCAAtCAATTAGTGGAATTGGCAAAAGAAGAAGACAAAGCCACCC 

STAT1 comp  
CCATCAAGTTCCATTGGCTCTGGTGCTTCCTTaGGCCTGGAGTAATACTTTCCAAAGGC 

TERT comp 
ACTGCACGGCCTCGGAGGGCAGAGGGCCGGCGGCGCCCTTGGCCCCCAGCGtCATCCCTGCGTTCTTGGCTTTC

AGGAT 

PKC zeta comp 
CTGGAACACACTCGGTGGGGCCGCTCTCTTCCCACTTGtCCCTCCTGTCTTCTCCCGGACATGGCA 
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SOD2 comp 
CATTGAACTTCAGTGCAGGCTGAAGAGCTATCTGGGCTGaAACATCTCCCTTGGCCAACGCCTCCTGGTACTTCT 

SOD1 comp 
ACATTGCCCAAGTCTCCAACATGCCTCTCaTCATCCTTTGGCCCACCGTGTTTTCTGGATAGAGG 

CAT comp 
CTGCACAAAGGTGTGAATCGCATTCTTAGGCTaCTCAGCATTGTACTTGTCCAGAAGAGCCT 

ASK comp 
GTAGAGAACATCCAATAGTGTATAATCTTCAGCCAAAAACCGGCTTAaAGTGTCTTCATCAGCTCCATTCACTCTC 

IL23R comp 
CCAATGTCTCCTCTGTTGTCAGAAGTAtGGTGCCCTGTAGAGATGGAAGCAACTGTTAGCC 

NOS2A comp 
AGGTGGAAGCCGCTGGCATTCCGCACtAAGCAGGGCACTGGGTCTTGGGGCTTCAGGCTGTTGAGCCAT 

PKC gamma comp 
CATCCAGCATCACATTGTCCAGCTTCtGGTCCCTGTAGATGATGCCCTGATTGTGAAGGA 

NFKB1 comp 
ACCAGCTCTCTGACTGTACCCCCAGAGACCTCATtGTTGTCCATAAGTGTTTTGGAAGGAGCAGGA 

IL-2 comp 
TCTTCTAGACACTGAAGATGTTTCAGTTCaGTGGCCTTCTTGGGCATGTAAAACTTAAATGTGAGCATCCTGG 

ABCB1 comp 
CTTCTCTGGCTTTGTCCAGGGCTTCTaGGACAACCTTTTCACTTTCTGTATCCAGAGCTGACGTGGCTTCATCCAAA 

PSKH1 comp 
TCAATGAAGTCCTTGGCCAGGTTGGACACACTAGGCCAGGGCTCCCCAGtGTAACTGTACTTGCCCCTGAGGATCT 

FASLG comp 
CCAAAGATGATGCTGTGTGCATCTGGCaGGTAGACTCTCGGAGTTCTGCCAGCTCCTTCTGTAGGTGGAAGA PPID 
comp 
TCTGCGGTACAATGCTTTGGTATTTGATGGGTCTAGaTCAAGAGCCTCTAAACAACTGTCAATTGCTCCCTGCCAAT 

 
Secuencias del competidor de los controles internos 

 
 

ACTB-6 comp 
GGGTGTTGAAGGTCTCAAACATGATCTGGGTCtTCTTCTCGCGGTTGGCCTTGGGGTTCA 

GAPDH-6 comp 
CCCTGTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGaCATACCAGGAAATGAGCTTGACAAAGTGGTCGTTG 

HMBS-7 comp 
AAGCCGGGTGTTGAGGTTTCCCCGAATACTCCaGAACTCCAGATGCGGGAACTTTCTCT 

 
 
 
 

4.11.6. Análisis estadístico 
 
 

Los datos se introdujeron en bases de datos Excel y se realizaron análisis 

estadísticos según fuera necesario con los diferentes test estadísticos (ANOVA 

y t-Student). 
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Las diferencias estadísticas se han analizado utilizando el test no paramétrico 

de Kruskal-Wallis. Los resultados se expresan en las tablas y figuras como la 

media ± error estándar de la media. Una p<0.05 fue considerada como 

estadísticamente significativa. 
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4.12) MAPEADO FINO 
 
 

El análisis genético de las enzimas antioxidantes CAT y SOD se llevó a cabo 

mediante la determinación de la existencia de polimorfismos simples en la 

secuencia que pudieran estar en correlación con la limitación de la actividad de 

la enzima en los pacientes con EC. 
 

Un polimorfismo de un solo nucleótido o SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphism) es una variación en la secuencia de ADN que afecta a una sola 

base (adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G)) de una secuencia del 

genoma. 
 

4.12.1. SNPs escogidos 
 
 

Los SNPs elegidos y que se analizaron fueron aquellos encontrados en la 

bibliografía y ya descritos en otras enfermedades de tipo autoinmune o en 

patologías en las que existe una inhibición de la enzima CAT y SOD 
 

- Para SOD se escogieron: 
 
 

RS2758346 RS5746096 RS2758339 
 
 

RS4880 RS5746136 
 
 

- Para CAT se escogieron: 
 
 

RS525938 RS769217 RS2300182 

RS3758730 RS704724 RS2284365 

RS494024 RS1001179 RS7943316 

RS564250 RS12273124 RS17886155 

RS475043 RS1049982  
 
 
 

4.12.2. Extracción del ADN de los linfocitos 
 
 

Se analizaron un total de muestras de 77 pacientes con EC y de 49 controles 

sanos. El protocolo utilizado fue el siguiente: 
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- Extraer sangre periférica en 2 tubos con EDTA (6 ml) 
 

- Pasar la sangre a tubos de Filcoll con pipeta Pasteur 
 

- Centrifugar a 3500 rpm durante 30 minutos (sin freno) 
 

- Pasar la nube obtenida (serie blanca) a otro tubo nuevo 
 

- Centrifugar a 2000 rpm durante 10 minutos 
 

- Desechar el sobrenadante 
 

- Anadir 3 ml de PBS al pellet 
 

- Centrifugar 1500 rpm durante 5 min 
 

- Eliminar el sobrenadante con una pipeta poco a poco para dejar el pellet 

seco 
 

Posteriormente a la obtención de las células nucleadas de la sangre, se realizó 

la extracción de ADN genómico gracias a la utilización del robot Chemagic 

Magnetic Separador Module1 (Chemagen, Baesweiler, Germany) que permite 

la extracción automatizada de ADN genómico a partir de 1-10 ml de sangre 

total o de un pellet de células. El robot utiliza un sistema de partículas 

magnéticas que permite obtener gran cantidad de ADN y de elevada pureza. 

Típicamente, a partir de 1 ml de pellet de células se obtienen unos 200 μg de 

DNA. 
 

4.12.3. Genotipado 
 
 

El genotipado de los polimorfismos mencionados se llevó a cabo utilizando la 

plataforma Sequenom MassARRAY. Todos estos SNPs fueron genotipados de 

acuerdo  a  las  instrucciones  del  fabricante  (Sequenom,  San  Diego,  CA, 

EE.UU.). 
 

Los  ensayos  de  SNPs  fueron  diseñados  utilizando  un  software  específico 

Assay Design software (www.mysequenom.com/tools). Las reacciones en 

cadena de polimerasa se realizaron partiendo de un volumen de 5 µl en una 

placa de 384 pocillos y de acuerdo a las especificaciones proporcionadas por 

Sequenom. El producto amplificado fue lavado con fosfatasa alcalina para 

neutralizar cualquier dNTPs no incorporado. Las reacciones de la prueba Alelo 

la discriminación se llevaron a cabo mediante la adición de cebadores de 

extensión, la ADN polimerasa y una mezcla de dNTPs y ddNTPs en cada 
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pocillo. Se añadió una resina de limpieza MassExtend a la mezcla para eliminar 

las sales extrañas que puedan interferir con el análisis de MALDI-TOF. La 

reacción fue después depositada en un SpectroCHIP II microarray y sometida a 

un análisis por espectrometría de masas MALDI-TOF. Todas las muestras se 

realizaron por triplicado y los controles negativos se incluyeron para control de 

la contaminación. 
 

4.12.4. Análisis estadístico 
 
 

Se consideraron sólo aquellos ensayos para los que se obtuvo un resultado 

para al menos el 90% de las muestras. Al final se analizaron un total de 25 

SNPs. La significatividad estadística fue evaluada por un test ANOVA usando 

el programa informático Golden Helix SVS (www.goldenhelix.com/). Una p<0,05 

fue considerada como estadísticamente significativa. 
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4.13) MANIPULACIÓN FARMACOLÓGICA DE LA ENZIMA CATALASA Y MEDIDA 
 

DE LA APOPTOSIS 
 
 

Los estudios de apoptosis se realizaron a partir de muestras de sangre periférica 

de pacientes al debut de la EC y controles sanos extraída en tubos heparinizados 

(17 UI/mL). Se desarrolló un protocolo que permitiera la obtención de los linfocitos 

lo más puros e intactos posibles, mediante un kit de purificación negativa que 

elimina a través de bolas magnéticas el resto de células mononucleares dejando 

intactos los linfocitos. 
 

4.13.1. Purificación y activación de linfocitos 
 
 

El  protocolo  completo  para  la  purificación  de  linfocitos  comprende  los 

siguientes pasos: 
 

-  Dilución de la sangre (1:1) con PBS (w/o Ca, Mg) y centrifugación en 

gradiente con Histopaque-1077. 

-  La interfase superior correspondiente a las células mononucleares es 

separada y el resto se elimina. 

-  A  partir  de  una  alícuota  de  la  suspensión  de  células  se  realiza  el 

recuento utilizando azul tripam para visualizar la viabilidad celular. Esta 

suspensión se lava una vez con RPMI-1640. 

-  La purificación de los linfocitos CD3+ no activados se realiza mediante el 

kit Dynal ® de aislamiento de células T de forma negativa, siguiendo las 

instrucciones  dadas  por  el  fabricante  con  algunas  modificaciones 

técnicas que mostraron mejorar el protocolo de purificación. Estas 

modificaciones incluyen la utilización del propio plasma del sujeto para la 

preparación de las soluciones y el aumento del tiempo de incubación de 

las células con los anticuerpos. 
 

Una vez que las células estaban aisladas y previa comprobación de la correcta 

purificación mediante citometría flujo, los linfocitos fueron cultivados a una 

densidad de 105  células/pocillo en una placa de 96 pocillos. Estas placas de 

cultivo celular están tratadas para la adherencia de anticuerpos, por lo que 

previo a la incorporación de los linfocitos, se añade el anticuerpo CD3 (5 μg/ml) 
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que queda fijado al fondo de la placa. Mediante este anticuerpo y el CD28 (1 

μg/ml) que va en suspensión en el medio de cultivo, se consigue la activación 

de los linfocitos. 
 

Esta activación in vitro es necesaria para sensibilizar las células a la 

proliferación y a los estímulos apoptóticos, aunque también es necesario utilizar 

un medio de cultivo como el que hemos empleado el X-Vivo 15 que contiene 

todos los elementos necesarios para que la célula se pueda activar (entre ellos 

la IL-2). 
 

4.13.2. Inducción de la apoptosis en linfocitos 
 
 

Los linfocitos son cultivados durante 5 días, que es el tiempo que hemos visto 

necesario para su correcta activación y sensibilización a los estímulos 

apoptóticos, siendo el anticuerpo Fas agonista (1 μg/mL) el que seleccionamos 

para realizar los experimentos, tras comprobar en varias pruebas que era el 

que mejor inducía la apoptosis en los linfocitos de nuestro estudio. 
 

El nivel de apoptosis de las células fue analizado mediante citometría de flujo 

utilizando el anti-CD4-PC5 para seleccionar la población de CD4+ y el kit de 

Anexina/IP para el marcaje de la fosfatidilserina (PS). El citómetro de flujo 

utilizado es el EPICS-XLMCL (Beckman-Coulter) y los datos son obtenidos con 

el  software  System II  (Beckman-Coulter). Se  han  analizado  un  mínimo  de 

10.000 eventos de cada variante experimental. 
 
 

Además, las alícuotas de células y el sobrenadante de cultivo celular se 

guardaron a -80 ºC para posteriores análisis. 
 

4.13.3. Inhibición farmacológica de la catalasa 
 
 

Para confirmar la relación detectada entre la inhibición de la catalasa y la 

resistencia a la apoptosis en los linfocitos de pacientes con EC, usamos 

linfocitos purificados de sujetos control e inhibimos la actividad catalasa 

previamente a la incorporación del estímulo apoptótico al medio de cultivo. 
 

Para la inhibición de la catalasa en los linfocitos de sujetos control, se utilizó el 

inhibidor 3-amino-1, 2, 4-triazole (AMT) a diferentes concentraciones (0, 1, 5 y 
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10 mM) y se añadió al medio de cultivo el mismo día de la siembra de los 

linfocitos. Para el cultivo, activación y la inducción de la apoptosis se siguió el 

mismo protocolo descrito previamente. 
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5.1) CARACTERÍSTICAS DE LOS PACIENTES Y VOLUNTARIOS SANOS 
 
 

Grupo experimental de la primera parte del estudio: 
 
 

Un total de 25 pacientes con EC al diagnóstico de la enfermedad (debut) y 25 

sujetos sanos se incluyeron en la primera parte del estudio. Sus datos 

demográficos y de enfermedad se registran en la tabla 5.1. Las características 

de los pacientes con EC inactiva se muestran en la tabla 5.2. 
 

Tabla 5.1: Características demográficas y de enfermedad de controles sanos y EC al debut 
 

(pacientes activos, EC-A) y tras alcanzar la remisión (EC-R). 
 
 

 Control 
(n=25) 

EC-A 
(n=25) 

EC-R 
(n=19) 

Edad Media (DT) 32,3 (12.5) 34,42 (10.73) 34,9 (8) 
Sexo (hombre/mujer) 11 / 9 11 / 14 10 / 9 
Índice Harvey Media (DT) -- 8,72 (2,22) 1 (1,2) 
PCR Media (DT) 1,26 (1,01) 77,6 (73) 6,2 (6,6) 
Fibrinógeno Media (DT) 262 (71) 503 (132) 336,5 (56,8) 
VSG Media (DT) 12,2 (7) 52,1 (27,8) 24 (12) 
F/NF/EF * 13 / 7/ 0 13 / 10 / 2 10 / 8 / 1 
Localización 
Enfermedad 
(Clasificación Montreal) 

   

A 
A1: 
A2: 
A3: 

 
- 
- 
- 

 
0 

19 
6 

 
0 

15 
4 

L 
L1: 
L2: 
L3: 
L4: 

 
- 
- 
- 
- 

 
9 
8 
7 
1 

 
6 
7 
5 
1 

B 
B1: 
B2: 
B3: 

 
- 
- 
- 

 
17 
7 
1 

 
14 
4 
1 

p 
Si: 
No: 

 
- 
- 

 
10 
15 

 
6 

13 
Tiempo hasta alcanzar 
remisión (meses) 
Media (DT) 

  8,7 (7) 

 
F/NF/EF*: Fumador/No fumador/Ex-fumador 
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Tabla 5.2. Características demográficas y de enfermedad de los pacientes con EC inactivos 
 

(EC-I). 
 
 

 EC-I (n=20) 
Edad Media (DT) 32,5 (9,6) 
Sexo (hombre/mujer) 12 / 8 
Indice Harvey Media (DT) 0,65 (1,2) 
PCR Media (DT) 3,3 (3) 
Fibrinógeno Media (DT) 317 (82) 
VSG Media (DT) 17,6 (18) 
F/NF/EF * 10 / 8 / 2 
Localización 
Enfermedad 
(Clasificación Montreal) 

 

A 
A1: 
A2: 
A3: 

 
3 

12 
5 

L 
L1: 
L2: 
L3: 
L4: 

 
9 
5 
5 
1 

B 
B1: 
B2: 
B3: 

 
12 
3 
5 

p 
Si: 
No: 

 
6 

14 
Tiempo desde el 
diagnóstico de la 
enfermedad Media (DT) 

8,35 (2,7) 

 
F/NF/EF *: Fumador/No fumador/Ex-fumador. 

 
 
 
 
 
 

Grupo experimental de la segunda parte del estudio: 
 
 

Un total de 20 pacientes al debut de la enfermedad, 18 controles sanos y 10 

pacientes inactivos fueron incluidos en la segunda parte del estudio. Sus datos 

demográficos y de enfermedad se registran en la tabla 5.3. 
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Tabla 5.3. Características demográficas y de enfermedad del segundo grupo experimental de 
 

controles sanos, EC al debut (EC-A) y al alcanzar inactividad (EC-I). 
 
 

 Control 
(n=18) 

EC-A 
(n=20) 

EC-I 
(n=10) 

Edad Media (DT) 27,83 (5,24) 32,04 (9,14) 32,1 (10,1) 
Sexo (hombre/mujer) 4 / 14 7 / 13 6/4 
Índice Harvey Media (DT) -- 7,31 (2,86) <4 
PCR Media (DT) 2,8 (2) 70,31 (95,24) 3 (3,97) 
Fibrinógeno Media (DT) 287 (69) 531,42 (129,18) 349 (81,4) 
VSG Media (DT) 11,8 (12) 57,87 (31,6) 10,25 (10,27) 
F/NF/EF * 0 / 14 / 2 11/ 8 / 1 2/7/1 
Localización 
Enfermedad 
(Clasificación Montreal) 

   

A 
A1: 
A2: 
A3: 

 
- 
- 
- 

 
 
 

20 

 
 
 

10 

L 
L1: 
L2: 
L3: 
L4: 

 
- 
- 
- 
- 

 
13 
3 
4 
0 

 
6 
4 
0 
0 

B 
B1: 
B2: 
B3: 

 
- 
- 
- 

 
18 
2 
0 

 
7 
3 
0 

p 
Si: 
No: 

 
- 
- 

 
4 

16 

 
0 

10 
Tiempo hasta alcanzar 
remisión (meses) 
Media (DT) 

  14,87 (10,9) 

 
 

F/NF/EF *: Fumador/No fumador/Ex-fumador 

161

antolinmartinez
Rectángulo



M. Iborra. Estrés oxidativo y Enfermedad de Crohn 5. RESULTADOS 

162 

 

 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

- 

 
 
 
 

5.2) PRODUCCIÓN DEL O -
 

 
 

La concentración basal de O -
 no fue significativamente diferente entre los 

sujetos control y los pacientes con EC tanto activos como en remisión, en 

cualquiera de los tres tipos de células analizadas (linfocitos, monocitos y 

granulocitos (Tabla 5.4). 
 

 
Tabla 5.4. Producción basal de O -

 en los tres tipos de células analizadas en controles y en 
 

pacientes con EC. Los resultados se expresan en media ± DE y como HE Unidades de 
 

Fluorescencia. 
 
 

- O2    basal Linfocitos Monocitos Granulocitos 

Control 0.4995 ± 0.097 1.027 ± 0.1924 0.8095 ± 0.1594 

EC-A 0.5593 ± 0.089 0.964 ± 0.0988 1.009 ± 0.1359 

EC-R 0.5042 ± 0.093 1.106 ± 0.1520 0.9872 ± 0.1472 

*p 0.505 0.75 0.286 
†p 0.487 0.841 0.247 

 

 
* p: Control vs EC activo 
† p: Control vs EC remisión 

 
 

Cuando las células fueron estimuladas con plumbagina para producir O -, los 
linfocitos de los pacientes control presentaron un aumento dosis-respuesta en 

la concentración de O -, sin embargo los linfocitos de los pacientes con EC no 
- aumentaron la producción de O2 (Figura 5.1). 

 
La misma dificultad para estimular la producción de O -

 se observó en los 
 

monocitos. Los granulocitos presentaron un aumento dosis-respuesta en la 

producción de O2 , sin embargo este incremento fue significativamente menor 

que el mostrado por los granulocitos de control (Tabla 5.5). 
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Figura 5.1. Producción estimulada de O -
 

 

con EC activa. 

con plumbagina en linfocitos de sujetos controles y 

 
 
 
 

Linfocitos 
4  * 

 
3  # 

 
 

2  * 
# 

1 
 
 

0 
  P2.5   P12.5    P2.5   P12.5 

 
Control 

n=25 

 
Crohn 
n=25 

 
 
 
 
 
 

Tabla  5.5. Producción de O -
 en monocitos  y  granulocitos  en condiciones  basales  y tras 

estimulación con plumbagina (2.5 µM). Los resultados se expresan en media ± DE y como HE 

Unidades de Fluorescencia. 
 
 

 Monocitos Granulocitos 
 - [O2 ] - [O2  + Pb] p* - [O2 ] - [O2  + Pb] p* 

Control 1.027± 
0.1924 

7.15 ± 1.27 0.003 0.8095 
± 0.159 

11.92 ± 2.2 < 0.001 

EC activa 0.964 ± 
0.098 

2.35 ± 0.47 00..005522 1.009 ± 
0.135 

5.75 ± 1.02 < 0.001 

p† 0.75 0.037  0.286 0.025  
 

- - * p: [O2 ] vs [O2  + Pb] 
† p: Control vs EC 

 
 
 

Cuando se añadió dietiltiocarbamato (DETC), un inhibidor de la SOD, a las 

células de los pacientes con EC activa, hubo un aumento significativo en la 
- detección de O2 (tabla 5.6). Sin embargo, las células de los sujetos control no 

 

- presentaron un aumento significativo en la producción de O2 
 

DETC. 

en presencia de 
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Tabla 5.6. Producción de O2  en los tres tipos de células tras adición de DETC. Los resultados 

se expresan en media ± DE y como HE Unidades de Fluorescencia. 
 
 

- Producción O2 Linfocitos Monocitos Granulocitos 

Con DETC 1,271 ± 0.102 2,325 ± 0.094 3,745 ± 0.128 

Sin DETC 0,559 ± 0,089 0.964 ± 0.0988 1.009 ± 0.1359 

p 0.505 0.75 0.286 
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5.3) PRODUCCIÓN DEL H2O2 
 
 

Los diferentes tipos celulares tanto en EC como en controles sanos, mostraron 

una producción basal de H2O2 diferente. Los linfocitos fueron las células que 

menor concentración basal de H2O2  presentaron, seguido de los monocitos y 

granulocitos por orden creciente (Tabla 5.7). 
 

En los pacientes con EC activa, los tres tipos de células tienen una 

concentración basal de H2O2  mucho mayor que las células de los controles. 

Este aumento se mantuvo siempre independientemente de la localización y la 

gravedad de la enfermedad (según la clasificación de Montreal). Sin embargo, 

cuando  los  pacientes  alcanzaron  la  remisión  de  la  enfermedad,  la 

concentración de H2O2 volvió a los niveles controles (Tabla 5.7). 
 
 
 

Tabla 5.7. Producción basal de H2O2 en linfocitos, monocitos y granulocitos de sujetos control y 

pacientes con EC en actividad (EC-A) y remisión (EC-R). Los resultados se expresan en media 

± DE y como HE Unidades de Fluorescencia. 
 
 
 

H2O2 Controles EC-A p * EC-R p † 

Linfocitos 0.53 ± 0.14 1.14 ± 0.24 0.0298 0.87 ± 0.39 0.92 

Monocitos 1.47 ± 0.2 3.03 ± 0.35 0.0002 1.41 ± 0.26 0.5587 

Granulocitos 2.86 ± 0.35 5.23 ± 0.56 0.0018 2.51 ± 0.79 0.1321 
 

 
* p: control vs EC activa 
† p: control vs EC en remisión 

 
 
 
 
 
 
 

El efecto tras la estimulación con T-butir-hidroperóxido (TBH) tanto en controles 

como en EC activa se muestra en la figura 5.2. Los linfocitos de los pacientes 

con EC presentaron una mayor capacidad de formación de H2O2 que los 

linfocitos de los controles. 
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Figura 5.2. Producción estimulada de H2O2 por TBH (t-butir-hp) en linfocitos de sujetos control 

y con EC activa. 
 
 
 

Linfocitos 
 

35  //  # 
 

30 
 

25 
 

20  // 

15  # 

10   * 
* 

5  + 
0 

Basal 1µM 10µM Basal 1µM 10µM 
 

t-butir-hp t-butir-hp 
 

Control  EC activa 
 
 
 
 
 

Sin  embargo,  el  efecto  tras  la  estimulación  con  TBH  en  monocitos  y 

granulocitos no fue diferente entre las células de los controles y las células de 

EC activa (tabla 5.8). Aunque se observó una curva dosis-respuesta con la 

administración de TBH, sólo se muestran los datos obtenidos con 10 μM. 
 
 
 

Tabla 5.8. Producción de H2O2 en monocitos y granulocitos en condiciones basales y tras 

estimulación con  TBH  (10  µM).  Los resultados se  expresan en media ± DE y como HE 

Unidades de Fluorescencia. 
 
 

 Monocitos Granulocitos 
 [H2O2] [H2O2+ 

TBH] 
p* [H2O2] [H2O2+ 

TBH] 
p * 

Control 1.47± 
019 

67.02 ± 
8.73 

< 0.001 2.86 ± 
0.35 

140 ± 
13.65 

< 0.001 

EC Activa 3.02 ± 
0.35 

81.62 ± 
10.19 

< 0.001 5.23 ± 0. 
65 

189 ± 
35.6 

< 0.001 

p† 0.002 0.419  0.0018 0.74  
 

 
* p: [H2O2] vs [H2O2 + t-but] 
† p: Control vs EC activa 
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La concentración de H2O2 detectada en los linfocitos y monocitos se 

correlacionó positivamente con los niveles de PCR de los pacientes. Aplicando 

el test estadístico no paramétrico de Pearson 0,454** en los linfocitos y 0,455** 

en monocitos, p <0,01. 
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5.4) PRODUCCIÓN DE NO 
 
 

En los tres tipos celulares estudiados la producción de óxido nítrico no presenta 

diferencias estadísticamente significativas entre los controles y los pacientes 

con EC activa (Tabla 5.9). 
 
 
 

Tabla 5.9. Producción de NO en los tres tipos de células en pacientes con EC activa (EC-A) y 

controles. Los resultados se expresan en media ± DE y como DAF-2 Unidades de 

Fluorescencia. 
 
 

 Linfocitos Monocitos Granulocitos 

Controles 82.2±11.22 128±1.5 113.6±16.9 

EC-A 71,4±8.59 108.2±17 87.08±12.3 

p 0.334 0.12 0.2904 
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5.5) POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (Δψm) 
 
 

Las células de los pacientes con EC activa mostraron una inhibición del Δψm 

con respecto a las células de los controles. La tasa de inhibición fue del 34% en 

los linfocitos, 36,6% en los monocitos y 43% en los granulocitos (figura 3). Las 

mitocondrias seguían funcionando, a pesar de que estaban inhibidas, ya que 

mediante  el  desacoplador  FCCP  se  mostraban  aún  más  despolarizadas 

(Chovolou et al., 2003). 
 
 

Cuando los pacientes con EC entraban en reciente remisión, sin curación 

mucosa, el Δψm permaneció significativamente inhibido, a pesar de una cierta 

tendencia a la recuperación. Por último, en los pacientes con EC inactiva, el 

Δψm parecía recuperarse por completo, volviendo a casi los valores normales 

(Figura 5.3). 

 
El Δψm se encontró inhibido independientemente de la localización y severidad 

de la enfermedad. La inhibición del Δψm se correlacionó negativamente con los 

niveles en sangre de PCR y fibrinógeno (Tabla 5.10). 
 
 
 
 

Tabla 5.10. Correlación de Pearson para el Δψm y PCR/fibrinógeno en los tres tipos celulares. 
 
 
 

Δψm Linfocitos Monocitos Granulocitos p 

PCR -0.406** -0.380** –0.338** p<0.01 

Fibrinógeno -0.323* -0.465* –0,411* p<0.05 

169

antolinmartinez
Rectángulo



M. Iborra. Estrés oxidativo y Enfermedad de Crohn 5. RESULTADOS 

170 

 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 TM

R
M

 U
ni

da
de

s 
Fl

uo
re

sc
en

ci
a 

TM
R

M
 U

ni
da

de
s 

Fl
uo

re
sc

en
ci

a 
TM

R
M

 U
ni

da
de

s 
Fl

uo
re

sc
en

ci
a 

 
 
 

Figura 5.3. ΔΨm en los tres tipos celulares y en diferentes estadios de la enfermedad (EC-A, 
 

EC-R, EC-I). 
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5.6) CONCENTRACIÓN DE MALONDIALDEHIDO (MDA) 
 
 

Los pacientes con EC activa presentaron niveles de MDA significativamente 

superiores a los controles. Los pacientes en remisión también presentaron 

niveles de MDA en plasma elevados. Los pacientes inactivos presentaron un 

incremento de los niveles de MDA respecto a los controles, aunque este 

incremento fue significativamente menor que el observado en pacientes activos 

(Figura 5.4). 
 
 
 

Figura 5.4. Daño oxidativo: Niveles de MDA en pacientes con EC en diferentes grupos de la 

enfermedad comparado con controles sanos. 
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No  se  observaron  diferencias  en  las  concentraciones  de  MDA  entre  los 

pacientes con EC activa fumadores y no fumadores (tabla 5.11). 
 
 

Tabla 5.11. Comparación de los niveles de MDA entre los pacientes con EC activa fumadores y 

no fumadores. 
 
 

Niveles MDA 
 
Media (DE) 

EC-A 
 

Fumadores 

EC-A 
 

No fumadores 

nmol/ml 0.548 (0.116) 0.538 .122) 
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5.7) CONCENTRACIÓN DE 8- HIDROXI-2’-DESOXIGUANOSINA (8-OXO-DG) 
 
 

El daño oxidativo al ADN fue investigado midiendo la incorporación del 8-oxo- 

dG en la cadena de DNA. Los pacientes con EC activa presentaron niveles de 

8-oxo-dG significativamente superiores a los sujetos sanos. Este incremento 

significativo se detectó también en los pacientes en remisión y los inactivos 

(Figura 5.5). El daño al ADN se mostró permanentemente presente en los 

pacientes  con  EC  y  fue  independiente  a  la  actividad  de  la  enfermedad. 

Tampoco se observaron diferencias entre los pacientes con EC activa 

fumadores y no fumadores (Tabla 5.12). 
 
 
 

Figura 5.5. Daño oxidativo: Niveles de 8-oxo-DG en pacientes con EC en diferentes estadios 

de la enfermedad comparado con controles sanos. 
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Tabla 5.12. Comparación de niveles de 8-oxo-dG entre los pacientes con EC activa fumadores 

y no fumadores. 
 
 

8-oxo-dG 
 
Media (DE) 

EC-A 
 

Fumadores 

EC-A 
 

No fumadores 

8-oxodG/106dG 4,92 (0.729) 4,83 (0,823) 
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5.8) DETERMINACIÓN DEL TNF-α 
 
 

La expresión de TNF-α fue mayor en los pacientes con EC activa que en los 

sujetos sanos (Figura 5.6). Cuando estos pacientes alcanzaron remisión de la 

enfermedad, la expresión de TNF-α fue significativamente menor que cuando la 

enfermedad estaba activa, pero significativamente superior a los controles 

sanos. La expresión de TNF-α en pacientes inactivos disminuyó hasta alcanzar 

los niveles de los controles sanos. 
 

Figura 5.6. Producción de TNF-α en pacientes con EC en diferentes estadios de la enfermedad 

comparado con controles sanos. 
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Se detectó una correlación negativa entre la expresión de TNF-α y el Δψm 

(Correlación de Pearson: -0,525**, p<0.01). Sin embargo, se observó una 

correlación positiva con la actividad de SOD (Correlación de Pearson: 0.304*, 

p<0.05) 
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5.9) ANÁLISIS   DEL   ENZIMA   SOD:  ACTIVIDAD,  CUANTIFICACIÓN   Y 
 

EXPRESIÓN GÉNICA 
 
 

5.9.1 Actividad 
 
 

Los pacientes con EC activa presentaron una actividad SOD significativamente 

mayor que los sujetos sanos. Sin embargo, cuando los mismos pacientes 

alcanzaron remisión de la enfermedad, la actividad de la enzima volvió a los 

niveles de controles (Figura 5.7). Del mismo modo, los pacientes inactivos no 

presentaron diferencias significativas en la actividad SOD en comparación con 

los sujetos control y los pacientes la remisión de EC. 
 

Puesto que conocemos que los sujetos fumadores tienen un estrés oxidativo 

persistente, los datos fueron analizados comparando la actividad de SOD en 

los pacientes con EC activa fumadores frente a los no fumadores y no se 

detectaron diferencias (Tabla 5.13). 
 

Tabla 5.13. Comparación de la actividad SOD entre pacientes con EC activa fumadores y no 

fumadores. 
 

Actividad SOD 
 
Media (DE) 

EC-A 
 

Fumadores 

EC-A 
 

No fumadores 

U/mg 2,02 (1,01) 2,22 (1,5) 
 

 
Figura 5.7. Actividad SOD global en pacientes con EC en diferentes estadios de la enfermedad 

comparado con controles sanos. 
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Posteriormente, con el fin de caracterizar si los dos tipos de enzimas de interés 

en nuestro estudio (SOD-Mn mitocondrial o SOD-Cu/Zn citosólica) o sólo una 

de ellas, estaban aumentadas en los pacientes con EC activos, analizamos por 

separado la actividad de las diferentes isoenzimas con los pacientes de la 

segunda cohorte. Observamos que, aunque la actividad de las enzimas SOD-

Cu/Zn y SOD-Mn estaban aumentadas en los pacientes con EC activa respecto 

de los sujetos sanos, sólo en el caso de la SOD-Mn estaba incrementada de 

forma significativa (SOD-Mn p= 0.0439 vs SOD-Cu/Zn p= 0.1021) (Figura 5.8). 

 

Figura 5.8. Actividad SOD-Mn y SOD-Cu/Zn en sujetos sanos y pacientes con EC activa (EC-A) 

del segundo grupo experimental. 
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5.9.2 Expresión Génica 

 
 

De  igual  forma  que  en  la  actividad  SOD,  la  expresión  génica  de  ambas 

enzimas, SOD-Mn y SOD- Cu/Zn, estaba aumentada en los pacientes con EC 

activa respecto de los sujetos sanos, pero sólo en el caso de la SOD-Mn el 

incremento fue significativo (p< 0.0001). En los pacientes con EC inactiva la 

expresión de ambas enzimas SOD se recupera hasta los valores control 

(Figura 5.9). 

Figura 5.9. Expresión génica de SOD-Mn y SOD-Cu/Zn en sujetos sanos (control), pacientes con 

EC activa e inactiva (EC-A y EC-I).  
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5.9.3 Cuantificación 
 

La  concentración  de  ambas  enzimas,  SOD-Mn  y  SOD-Cu/Zn, está 

incrementada en los pacientes con EC activa respecto de los sujetos sanos 

(Figuras 5.10 y 5.11). Se ha utilizado como control de carga el gel de 

poliacrilamida escaneado. 
 
 

Figura 5.10. Niveles de proteína SOD-Mn en controles sanos y pacientes con EC activa al 
 

debut de la enfermedad (EC) (gel como control de carga). 
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Figura 5.11. Niveles de proteína SOD-Cu/Zn en controles sanos y pacientes con EC activa al 
 

debut de la enfermedad (EC) (actina como control de carga). 
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5.9.4 SNPs de SOD 
 
 

Ninguno de los SNPs de SOD-Mn seleccionados en este estudio mostró una 

correlación estadística con la EC (Tabla 5.14). 
 

Tabla 5.14. SNPs de SOD-Mn. 
 
 
 
 

 
 
SNPs 

 
 

ANOVA P 
 

rs2758346 
 

0,4575 
 

rs5746136 
 

0,4934 
 

rs4880 
 

0,5843 
 

rs5746096 
 

0,7483 
 

rs2758339 
 

0,7603 

 
Controles (n=49); EC (n=77) 

178

antolinmartinez
Rectángulo



M. Iborra. Estrés oxidativo y Enfermedad de Crohn 5. RESULTADOS 

179 

 

 

 
 

 
 

A
ct

iv
id

ad
 C

A
T 

(U
/m

g)
 

 
 
 
 
 

5.10) ANÁLISIS   DEL   ENZIMA   CAT:  ACTIVIDAD,  CUANTIFICACIÓN   Y 
 

EXPRESIÓN GÉNICA 
 
 

5.10.1 Actividad 
 
 

Los pacientes con EC activa mostraron una disminución significativa en la 

actividad de la catalasa respecto de los controles sanos. La inhibición se 

mantuvo en los mismos pacientes cuando lograron la remisión. De igual forma, 

los pacientes inactivos también fueron analizados y la enzima permaneció 

significativamente inhibida (Figura 5.12). No se encontraron diferencias en la 

actividad de la CAT entre los pacientes con EC activa fumadores y los no 

fumadores (Tabla 5.15). 
 

Tabla 5.15. Comparación de actividad CAT entre los pacientes con EC activa fumadores y no 

fumadores 
 
 
 

Actividad CAT 
 
Media (DE) 

EC-A 
 

Fumadores 

EC-A 
 

No fumadores 

U/mg 15,9 (7,26) 16,6 (7,7) 
 
 

Figura 5.12. Actividad CAT en pacientes con EC en diferentes estadios de la enfermedad 
 

comparado con controles sanos. 
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5.10.2 Expresión Génica 
 
 

De igual forma, los pacientes con EC activa mostraron una disminución 

significativa (p< 0.0001) en la expresión génica de la catalasa (niveles de ARN 

m) respecto de los controles sanos (Figura 5.13). Los pacientes con EC inactiva 

mantuvieron una disminución significativa de la expresión de CAT respecto de 

los controles (p= 0.0017). 
 

Figura 5.13. Expresión génica de la enzima CAT en controles sanos y pacientes con EC activa 
 

(EC-A) e inactiva (EC-I). 
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5.10.3 Cuantificación 
 
 
 

Los pacientes con EC activa mostraron una disminución significativa de los 

niveles de proteína CAT respecto de los controles sanos (Figura 5.14). 
 

 

Figura 5.14. Niveles de proteína CAT en controles sanos y pacientes con EC activa al debut de 

la enfermedad (EC). 
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También  los  pacientes  con  EC  inactiva  mostraron  una  disminución  de  los 

niveles de proteína CAT respecto de los controles sanos (figura 5.15). 
 

 

Figura 5.15. Niveles de proteína CAT en controles sanos y pacientes con EC activa (ECa) e 

inactiva (ECi). 
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5.10.4 SNPs de CAT 
 
 

El SNP rs1001179 (-262 C>T) para CAT presenta una correlación estadística 

con el desarrollo de EC (p= 0.036). El genotipo homocigoto -262 CC fue el que 

se asoció de forma preferente con la EC. 
 

Además el SNP rs475043 de CAT también se correlaciona con la EC aunque 

no significativamente (p= 0.054). 
 
 
 

Tabla 5.16. SNPs de CAT 
 
 

 
 
SNPs 

 
 

ANOVA P 
rs1001179 0,0364 

rs475043 0,0546 
 

rs494024 
 

0,1711 
 

rs704724 
 

0,1582 
 

rs2300182 
 

0,2124 
 

rs564250 
 

0,2798 
 

rs17886155 
 

0,3197 
 

rs12273124 
 

0,4137 
 

rs1049982 
 

0,5273 
 

rs525938 
 

0,5329 
 

rs7943316 
 

0,6065 
 

rs3758730 
 

0,6110 
 

rs769217 
 

0,7664 
 

rs2284365 
 

0,8865 

 
Controles (n=49); EC (n=77) 
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Tabla 5.17. Distribución por genotipos rs1001179 (-262 C>T) en 77 pacientes con EC y en 49 

controles sanos. 
 
 
 

Genotipo Controles 
 

N absoluto 
 

(%) 

EC 
 

N absoluto (%) 

TT 
 

CT 
CC 

3 (6,1%) 
 

29 (59,2%) 
 

17 (34,7%) 

5 (6,5%) 
 

28 (36,4%) 
 

44  57,1%) 
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5.11) ANÁLISIS DEL ENZIMA GPX: ACTIVIDAD Y CUANTIFICACIÓN 
 
 

5.11.1 Actividad 
 
 

Los pacientes con EC activa mostraron un aumento significativo de la actividad 

de la enzima GPx respecto de los controles sanos (Figura 5.16). 
 
 
 

Figura 5.16. Actividad GPX en controles sanos y pacientes con EC activa (EC-A), determinada 

en placa (derecha) y en cubeta (izquierda) 
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5.11.2 Cuantificación 
 
 

Los pacientes con EC activa mostraron un aumento de la concentración de la 

enzima GPx respecto de los controles sanos (Figura 5.17). 
 
 
 

Figura 5.17. Niveles de GPX en controles sanos y pacientes con EC activa (EC) 
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5.12) EXPRESIÓN GÉNICA DE OTRAS MOLÉCULAS RELACIONADAS CON EL 
 

ESTRÉS  OXIDATIVO,  APOPTOSIS,  MOLÉCULAS  DE  SEÑALIZACIÓN 
 

INTRACELULAR Y TELOMERASA 
 
 

Se analizó la expresión génica (niveles de ARNm) de un total de 20 pacientes 

con EC activa, 10 con EC inactiva y 18 controles sanos. 
 

5.12.1 Genes relacionados con el estrés oxidativo: NOS2A, PKCgamma, 

PKCzeta 
 

Los niveles detectados de ARN m de estos 3 genes fueron demasiado bajos en 

las muestras analizadas y quedaron fuera de la zona de detección fiable del 

sistema de medida. 
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5.12.2 Genes relacionados con la apoptosis: FASR, FASLG, STAT1, NFKB1, 
 

ASK 
 
 

-  FAS-Receptor (FASR): 
 
 

Los pacientes con EC activa mostraron un aumento en la expresión génica del 

FASR (niveles de ARN m) respecto de los controles sanos, aunque no de 

forma significativa (p=0.0722) (Figura 5.18). Sin embargo, los niveles de FASR 

en los pacientes con EC inactiva se encontraron aumentados significativamente 

respecto a los controles sanos (p=0.0017) (Figura 5.18). 
 
 
 

Figura 5.18. Niveles de expresión de FASR en controles sanos y pacientes con EC activa (EC- 

A) e inactiva (EC-I) 
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-  FAS-Ligando (FASLG): 
 
 

Los   pacientes   con   EC   activa   mostraron   una   disminución   significativa 

(p=0.0113) en la expresión génica del FASLG (niveles de ARNm) respecto de 

los  controles  sanos  (Figura  5.19).  Los  pacientes  inactivos  recuperaron  los 

niveles de FASLG hasta casi alcanzar a los controles. 

187

antolinmartinez
Rectángulo



M. Iborra. Estrés oxidativo y Enfermedad de Crohn 5. RESULTADOS 

188 

 

 

 
 

 
 

Ex
pr

es
ió

n 
ST

AT
1 

[M
] 

Ex
pr

es
ió

n 
FA

SL
G

 [
M

] 

 
 
 

Figura 5.19. Niveles de expresión de FASLG en controles sanos y pacientes con EC activa 
 

(EC-A) e inactiva (EC-I). 
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-  STAT1 
 
 

Los pacientes con EC activa mostraron un aumento significativo (p=0.005) en 

la expresión génica de STAT1 respecto de los controles sanos. Los pacientes 

con EC inactiva mantuvieron niveles aumentados de forma significativa de 

STAT1 (p=0.0044; Control vs ECi) (Figura 5.20). 
 

Figura 5.20. Niveles de expresión de STAT1 en controles sanos y pacientes con EC activa 
 

(EC-A) e inactiva (EC-I) 
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-  NFKB1 
 
 

Los pacientes con EC activa y controles no mostraron diferencias en los niveles 

de NF-κB1. Sin embargo, en los pacientes con EC inactiva los niveles de NF- 

κB1 fueron significativamente superiores a los niveles de los controles 

(p=0.0012) (Figura 5.21). 
 

Figura 5.21. Niveles de expresión de NF-κB1 en controles sanos y pacientes con EC activa 
 

(EC-A) e inactiva (EC-I). 
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-  ASK 
 
 

Los pacientes con EC activa y controles no mostraron diferencias en los niveles 

de ASK (p=0.59). Sin embargo, en los pacientes con EC inactiva los niveles de 

ASK fueron superiores a los niveles de los controles pero sin alcanzar la 

significatividad (p=1083) (Figura 5.22). 
 

Figura 5.22. Niveles de expresión de ASK en controles sanos y pacientes con EC activa (EC- 

A) e inactiva (EC-I) 
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5.12.3 Genes de moléculas de señalización intracelular: PSKH1, PPID, ABCB1, 
 

IL-2, IL23R 
 
 

Los  niveles  detectados  de  ARNm  de  los  genes  de  IL-2,  IL23R  fueron 

demasiado bajos en las muestras analizadas y quedaron fuera de la zona de 

detección fiable del sistema de medida. 
 

-  PSKH1 
 
 

Los niveles de PSKH1 (Serina/treonina proteína kinasa H1) fueron 

significativamente superiores en los pacientes con EC activa respecto de los 

controles (p=0.0106). En los pacientes inactivos se mantuvieron los niveles 

elevados respecto a los controles (p=0.15) (Figura 5.23). 
 
 
 

Figura 5.23. Niveles de expresión de PSKH1 en controles sanos y pacientes con EC activa 
 

(EC-A) e inactiva (EC-I). 
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-  PPID 
 

Los niveles de PPID (Peptidylprolyl isomerasa D (ciclofilina D)) en los pacientes 

con EC activa y controles no mostraron diferencias. Sin embargo, en los 

pacientes con EC inactiva los niveles de PPID fueron mayores a los controles 

(p=0.10) (Figura 5.24). 
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Figura 5.24. Niveles de expresión de PPID en controles sanos y pacientes con EC activa (EC- 
 

A) e inactiva (EC-I). 
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-  ABCB1 
 

Los pacientes con EC activa presentaron niveles de ABCB1 significativamente 

inferiores a los controles sanos (p=0.002). Los pacientes inactivos aumentaron 

los niveles de ABCB1 hasta alcanzar a controles sanos (Figura 5.25). 
 
 

Figura 5.25. Niveles de expresión de ABCB1 en controles sanos y pacientes con EC activa 
 

(EC-A) e inactiva (EC-I). 
 
 
 
 

6.0×10-15 
 

5.0×10-15 
 

4.0×10-15 
 

3.0×10-15 

 
2.0×10-15 

 
1.0×10-15 

 
 
 
### 
 

*** 

 
0 

Control  EC-A  EC-I 

191

antolinmartinez
Rectángulo



M. Iborra. Estrés oxidativo y Enfermedad de Crohn 5. RESULTADOS 

192 

 

 

 
 
 

5.12.4 Genes de telomerasa: TERT 
 
 

Los niveles detectados de ARNm de este gen fueron demasiado bajos en las 

muestras  analizadas  y  quedaron  fuera  de  la  zona  de  detección  fiable  del 

sistema de medida. Por tanto, no se detectaron niveles de ARNm para este 

gen. 
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5.13) IMPACTO DE LA MANIPULACIÓN FARMACOLÓGICA DE LA CATALASA 
SOBRE LA APOPTOSIS 

 
 

Sólo la activación de los linfocitos (a través de los anticuerpos CD3/CD28) 

produjo un incremento significativo de la apoptosis tanto en los sujetos control 

(12,4 ± 9,5 vs 40,2 ± 16,3) como en los pacientes con EC (12,1 ± 6,7 vs 52,6 ± 

16,2). Sin embargo, este incremento fue significativamente mayor en los 

controles que en los pacientes con EC (p<0,05) (Figura 5.26). 

En presencia del anticuerpo Fas (AcFas) la apoptosis aumentó en ambos 

grupos (55,4 ± 17,1 en EC vs 73,4 ± 11,4 en controles), siendo el incremento 

significativamente  mayor  en  los  controles  que  en  los  pacientes  con  EC 

(p<0.005) (Figura 5.26). 

Aunque la mayoría de los pacientes pertenecían a los grupos L1 y L3 de la 

clasificación de Montreal, no se observaron diferencias en su comportamiento 

frente a la apoptosis. 

Después de 6 días de cultivo, los linfocitos no activados y no tratados con 

AcFas siguieron vivos y no mostraron incremento en la apoptosis respecto al 

valor basal del día 0. El tratamiento con AcFas en linfocitos no activados no 

indujo ningún cambio en la apoptosis. 
 

 

Figura  5.26.  Medida  de  la  apoptosis  en  linfocitos  de  pacientes  con  EC  y  sujetos  sanos 

controles. 
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Al inhibir la actividad catalasa en células control éstas mostraron una menor 

capacidad  para  iniciar  el  proceso  de  apoptosis,  comparándolo  con  los 

resultados obtenidos en las mismas células con la actividad CAT no inhibida. 

Este efecto fue dosis-dependiente de la concentración de inhibidor empleada 

(AMT) (figura 5.27). 
 
 

Figura 5.27. Modificación de la capacidad apoptótica al inhibir la actividad CAT. 
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En este trabajo hemos demostrado que en la EC activa se produce un aumento 

significativo del peróxido de hidrógeno (H2O2) en los diferentes tipos de células 

inmunes de sangre periférica, que retorna a los niveles de control cuando la 

enfermedad  está  inactiva.  En  el  caso  de  los  linfocitos  y  monocitos,  este 

aumento de H2O2  se correlaciona significativamente con algunos marcadores 

de inflamación, como la proteína C reactiva (PCR) y el fibrinógeno, lo que 

indica que la inflamación es más acusada a medida que aumenta de 

concentración de H2O2  en estas células. Cuando las células son estimuladas 

para generar H2O2 se produce un aumento significativo de su concentración, el 

cual es más intenso en las células inmunes, especialmente los linfocitos, de los 

pacientes  con  EC  activa  que  en  los  controles.  Así  pues,  parece  que  los 

linfocitos de los pacientes con EC activa están selectivamente predispuestos 

para la producción de H2O2. Nuestros resultados apoyan los hallazgos 

previamente descritos en la literatura de que en los linfocitos de sangre 

periférica de pacientes con enfermedades relacionadas con la inmunidad 

presentan  una  predisposición  para  generar  estrés  oxidativo  (Bashir  et  al., 

1993). Las especies reactivas de oxígeno (ERO) no siempre son responsables 

del daño oxidativo y actualmente se intenta clarificar su función en la regulación 

de procesos celulares (Adler et al., 1999; Herrlich et al., 2000). 
 

Otras ERO que han sido analizadas en este estudio, como el superóxido (O -) y 

el óxido nítrico (NO), no parecen estar elevadas cuando la enfermedad está 

activa,  ya  que  sus  concentraciones  no  difieren  entre  los  controles  y  los 

pacientes activos. De hecho, hemos detectado una aparente incapacidad de 
- las células de los pacientes con EC activa para producir O2 después de la 

 

estimulación externa con plumbagina, un generador de este radical que actúa 

en la mitocondria (Hassan et al., 1979; Wang et al., 2008). Este hecho estaría 

en concordancia, tanto con los estudios clásicos como con publicaciones más 

recientes, las cuales han sugerido que las células inmunes periféricas, en 

concreto los granulocitos (Biagioni et al., 2006; Curnutte et al., 1974) y linfocitos 

(Kitahora et al., 1988), de los pacientes con EC presentan una producción 

defectuosa de O2 . Sin embargo, estos trabajos no han analizado el estado de 

las enzimas antioxidantes. Nosotros, hemos detectado un aumento significativo 

en la actividad de la enzima SOD, una defensa primaria frente a las ERO que 
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actúa  en  las  células  cuando  existe  una  excesiva  producción  de  O -.  Esta 

actividad se recupera a niveles controles cuando el paciente está inactivo. Los 

experimentos realizados con EDTC, un inhibidor de la actividad de la SOD, han 

demostrado que cuando la actividad de SOD se inhibe, la generación de ERO 

en las células de los sujetos con EC activa aumenta considerablemente, lo que 

confirma que las células sí mantienen su capacidad de generación de O -. Así, 

la actividad SOD de las células parece ser muy potente, consiguiendo que el 
- O2 se metabolice de forma inmediata de modo que se detecten 

- concentraciones similares a controles. Al metabolizarse producirá H2O2  (O2  + 
 

2H+   →  O2   +  H2O2),  radical  que,  como  hemos  dicho  previamente,  sí  se 

encuentra en concentraciones elevadas en las células de pacientes con EC. 
- Queda por clarificar si el origen del H2O2 procede sólo de la producción de O2  y 

 

posterior dismutación por la SOD o bien si existe una producción adicional 

directa de H2O2 por otros sistemas celulares (Chance et al., 1979). 
 

Nuestros resultados demuestran un aumento significativo tanto de la actividad 

SOD-Mn como de su expresión génica (niveles de ARNm) y por tanto de su 

concentración proteica. La isoforma SOD-Cu/Zn presenta una tendencia al alza 

que no llega a alcanzar significatividad estadística. Este dato tiende a ser 

congruente  con  estudios  previos  que  reportan  niveles  bajos  tanto  de  la 

actividad como de la proteína SOD-Cu/Zn en los granulocitos de sangre 

periférica (Verspaget et al., 1988) y en la mucosa de pacientes con EII activa 

(Lih-Brody et al., 1996; Mulder et al., 1991). Trabajos más recientes (Barbosa et 

al., 2003; Kruidenier et al., 2003b) han demostrado un marcado aumento 

selectivo en los niveles de la SOD-Mn mitocondrial en la mucosa de los 

pacientes con EC. Nuestro resultado confirma dicho hallazgo y demuestra que 

la reacción inflamatoria en la EC se proyecta más allá de la mucosa generando 

una reacción sistémica. 
 

Diferentes estudios han demostrado que las mitocondrias, importantes 

generadores de O2 , están implicadas en la regulación de procesos celulares 

tales como la apoptosis. Alteraciones en la cadena respiratoria mitocondrial, 

que pueden ser detectadas a través de modificaciones del potencial de 

membrana  mitocondrial  (Δψm),  inducen  a  la  generación  inmediata  de  O2 
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(Kakkar et al., 2007). El hecho de que la SOD-Mn mitocondrial esté 

sobreexpresada en pacientes con EII sugiere que existe una generación 

mitocondrial de ERO (Barbosa et al., 2003; Kruidenier et al., 2003b). No 

obstante, el Δψm no había sido nunca caracterizado en los pacientes con EII. 

En este trabajo se ha demostrado que, en las células inmunes periféricas de 

estos  pacientes,  el  Δψm  está  inhibido  significativamente  (un  40%),  lo  cual 

podría ser un posible mecanismo iniciador de la formación de las ERO que 

participan en el estrés oxidativo existente en la EII (Kruidenier et al., 2003a; Lih- 

Brody et al., 1996). No se puede descartar, sin embargo, que la inhibición del 

Δψm sea un efecto directo del H2O2 sobre la mitocondria. Esta inhibición se 

correlaciona negativamente con marcadores séricos de inflamación, como la 

PCR y el fibrinógeno, sin embargo, su retorno a los valores de control es más 

lento que la recuperación clínica y analítica de los pacientes. Así, aunque los 

pacientes pueden mostrar una mejoría significativa de los síntomas del brote, 

con una tendencia hacia la recuperación, el Δψm sigue estando inhibido 

significativamente. Solamente los pacientes inactivos, es decir, que estaban en 

remisión clínica persistente (Harvey <4 por más de 6 meses) y que no tenían 

lesiones morfológicas confirmadas por endoscopia, presentaban una 

recuperación completa del Δψm a los valores de control. Esto indica que el 

Δψm varía con la actividad de la enfermedad, a pesar de un retraso en su 

recuperación con respecto a la mejoría clínica y analítica detectada. 
 

En este trabajo hemos demostrado que los leucocitos de los pacientes con EC 

activa presentan un incremento significativo del TNF-α, el cual se correlaciona 

positivamente con los niveles de PCR y negativamente con el Δψm. Además, 

se relaciona de forma positiva con el mencionado aumento de la actividad de la 

SOD. De manera similar a lo que hemos descrito para el Δψm, la concentración 

de TNF-α también vuelve a los valores control en los pacientes inactivos. Por 

otra parte, a pesar de que los pacientes diagnosticados recientemente 

presenten una mejoría clínica y analítica de la actividad de la enfermedad, la 

concentración de TNF-α sigue siendo significativamente alta, en paralelo a lo 

descrito para el Δψm. Así pues, parece que la mejoría de los síntomas en la EC 

no depende de la recuperación de parámetros como el aumento en los niveles 
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de citoquinas, la alteración de la función mitocondrial y la generación de ERO, 

pero éstos sí que regresan a la normalidad cuando la remisión es persistente, 

coincidiendo con la curación mucosa. No obstante, se precisa indagar más 

para averiguar si el deterioro de estos parámetros precede al brote y cuál es el 

mecanismo responsable del desencadenamiento de toda la cascada. 
 

El NO es una molécula que está implicada de forma importante en los procesos 

inflamatorios  (Dugas  et  al.,  1995).  Investigaciones  previas  han  descrito 

aumento de la producción de NO (Rachmilewitz, 2008), niveles altos de sus 

metabolitos e incremento de la expresión de la enzima óxido nítrico sintetasa 

(NOS) en la mucosa gastrointestinal (Kolios et al., 2004; Kruidenier et al., 

2003a). Sin embargo, sólo existe un estudio que ha tratado de caracterizar el 

papel  del  NO  en  el  estrés  oxidativo  detectado  en  las  células  inmunes 

periféricas de estos pacientes (Dijkstra et al., 2002), el cual describe un 

incremento en la expresión de la enzima NOS en los monocitos circulantes de 

los pacientes con EII activa. Nosotros hemos medido el NO de forma directa sin 

encontrar diferencias entre los pacientes con EC activa y los controles, por lo 

que  o  bien  no  está  aumentado  o  su  metabolización  por  la  enzima  NOS 

inducible sobre-expresada sería suficiente para evitar su acumulación. El NO 

puede actuar en el complejo IV de la cadena respiratoria de la mitocondria y 

regular su actividad (Beltran et al., 2000; Brown et al., 1994). Puesto que 

habíamos detectado una inhibición del Δψm era lógico evaluar la concentración 

de NO, cuyo aumento podría explicar la inhibición detectada. Sin embargo, 

nuestros resultados sugieren que esta inhibición no depende de la acción del 

NO sobre la cadena respiratoria y, por lo tanto, parece muy poco probable que 

el NO y sus metabolitos contribuyan al estrés oxidativo detectado en las células 

inmunes periféricas de la EC. 
 

Hemos   tratado   de   evaluar,   por   primera   vez,  los   radicales   que   están 

directamente implicados en el estrés oxidativo de la EII, ya que previamente 

sólo se había hecho de forma indirecta mediante la evaluación de los niveles 

de las moléculas dañadas por oxidación (Rezaie et al., 2006; Tuzun et al., 

2002). Encontramos que el H2O2  está significativamente elevado, indicando 

que  no  es  suficiente  la  capacidad  anti-oxidante  de  las  enzimas  y  que  su 
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producción causa, al menos en parte, el estrés oxidativo de estos pacientes. 

Además, también hemos evaluado si el estrés oxidativo genera daño celular. El 

MDA, reflejo del daño por estrés oxidativo a lípidos, se encontró 

significativamente aumentado en los pacientes con EC activos e inactivos 

respecto a controles sanos, aunque en el grupo de inactivos el MDA mostró un 

aumento significativamente inferior al de activos. Un estudio reciente también 

ha reportado este aumento de MDA en eritrocitos de pacientes con EC activa e 

inactiva (Akman et al., 2012). Los niveles de 8-oxo-dG, reflejo de daño en ADN 

por estrés oxidativo, estaban permanentemente elevados en pacientes con EC, 

independientemente de la actividad de la enfermedad, indicando un daño 

persistente al DNA. Se ha reportado que los fumadores muestran un aumento 

del daño por estrés oxidativo (Yanbaeva et al., 2007), lo cual podría afectar los 

parámetros estudiados. Sin embargo, al analizar el estrés oxidativo en los 

pacientes con EC activa, no se detectaron diferencias en las concentraciones 

de MDA y 8-oxo-dG entre fumadores y no fumadores. Así pues, aun cuando la 

producción de H2O2 se recupera a los niveles normales en los pacientes 

inactivos, el daño oxidativo sigue siendo detectado en las células inmunes de 

los pacientes con EC. Otras ERO no medidas en nuestro estudio podrían estar 

implicadas en la perpetuación del daño oxidativo en los pacientes con EC o 

bien podría tratarse de un daño irreversible. Basándose en los experimentos 

realizados,   no   podemos   dar   una   explicación   razonable   de   este   daño 

permanente por estrés oxidativo en la EC, ni tampoco podemos confirmar si es 

parte de la patogenia de la enfermedad o una consecuencia de ella. Sin 

embargo, nuestros resultados son consecuentes con estudios previos, que 

también han detectado el daño oxidativo persistente (Rezaie et al., 2006; 

Yanbaeva et al., 2007) o el constante aumento de glutatión peroxidasa (GPx) 

en los pacientes con EC (Tuzun et al., 2002; Yanbaeva et al., 2007). Algunos 

estudios publicados no han dado mucha importancia al hecho de que sus 

resultados muestran un daño oxidativo continuado. Sin embargo, nosotros así 

como otros estudios (Dincer et al., 2007) hemos creído conveniente resaltar 

que el daño oxidativo persistente del ADN puede tener implicaciones en la 

predisposición y progresión al cáncer. De esta manera, el daño oxidativo 

persistente detectado en la EII podría estar relacionado con el aumento del 

riesgo de cáncer ya reportado en estos pacientes (Xie et al., 2008) y ayudaría a 
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explicar las dificultades de cambiar la historia natural de la enfermedad, a pesar 

de la disponibilidad de nuevas drogas terapéuticas. 
 

Nuestros resultados, revelan por primera vez el estado de la enzima GPx 

medida en leucocitos de sangre periférica en pacientes con EC al debut de la 

enfermedad, previo a tomar cualquier tipo de medicación que interfiera. Hemos 

observado un incremento tanto de la actividad como de la concentración de la 

enzima GPx en los pacientes con EC activa respecto a controles sanos. En la 

literatura se ha reportado que la enzima GPx está aumentada tanto en las 

biopsias de colon (Kruidenier et al., 2003c) como en el plasma (Hoffenberg et 

al., 1997; Thomas et al., 1994; Tuzun et al., 2002) y en el suero (Maor et al., 

2008) de los pacientes con EC activa. No obstante, un estudio reciente no ha 

encontrado diferencias en los niveles de GPx en plasma de pacientes con EC 

activa, inactiva y controles sanos (Akman et al., 2012). Sin embargo, respecto a 

los niveles de GPx medidos en eritrocitos, todos los estudios apuntan a una 

disminución en la actividad de la GPx en los pacientes con EC comparado con 

los controles sanos (Reimund et al., 2000; Thomas et al., 1994). Los hallazgos 

contradictorios respecto al estado de esta enzima en la EC podrían deberse a 

que en cada estudio se ha medido la actividad en diferentes ambientes 

(eritrocitos, plasma, suero) y en diferentes poblaciones de pacientes, con 

distintas evoluciones de su enfermedad así como con distintos tratamientos. El 

aumento de esta enzima parece ser que no consigue eliminar por completo el 

H2O2, lo cual podría explicarse porque la enzima, en células inflamatorias de 

humanos, se encuentra preferentemente en monocitos (Hata et al., 1997; 

Masaki  et  al.,  1998),  con  lo  cual,  no  actuaría  a  niveles  suficientes  para 

conseguir la depuración. El aumento de GPx en leucocitos podría considerarse 

una respuesta de la célula activada frente a los radicales libres y por ello ser un 

indicador de estrés oxidativo. Nuestros hallazgos apoyan el aumento de 

radicales libres en los pacientes con EC y el papel de la GPx como respuesta 

adicional contra el estrés oxidativo y como ayuda en la detoxificación del H2O2. 

Llama la atención que dicho incremento de GPx no consigue una normalización 

completa de la concentración de H2O2. 
 

Otra enzima celular con capacidad teórica de depurar el H2O2 sería la enzima 
 

CAT. A pesar de que las células de los pacientes con EC presentan una 
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concentración aumentada de H2O2, detectamos que la actividad de CAT se 

encontraba significativamente inhibida en las células inmunes de los pacientes 

con EC activa. Además dicha inhibición se detectó igualmente en los pacientes 

con EC inactiva, de modo que parece tratarse de una inhibición persistente 

independientemente de la actividad de la enfermedad. A este respecto, existen 

estudios que parecen indicar que la función primordial de la enzima CAT no 

sería tanto la de detoxificar el H2O2, sino la de la regulación de procesos 

celulares mediante el control de los niveles de H2O2 (Nenoi et al., 2001). El gen 

de la CAT parece ser insensible al estrés oxidativo de forma que no se expresa 

cuando aumentan las ERO y, por tanto, se considera un gen “housekeeper” no 

regulado (Yoo et al., 1994). Uno de los procesos celulares regulados por la 

CAT parece ser el proceso de muerte celular programada o apoptosis, proceso 

que también está alterado en la EC, ya que los linfocitos presentan una 

resistencia a la misma, cuyo origen también ha sido abordado parcialmente en 

este estudio (ver más adelante). 
 

El status de la enzima CAT nunca ha sido valorado previamente en la EC y el 

conocimiento generado sobre la misma procede principalmente de estudios 

farmacológicos  realizados  con  líneas  celulares  tumorales  (Chovolou  et  al., 

2003; Keller et al., 1998; Nenoi et al., 2001). Algunos datos de la literatura 

científica centraron nuestro interés en intentar dilucidar las consecuencias de 

esta inhibición permanente de la CAT en los pacientes. 
 

En la literatura existen descritas varias mutaciones de la enzima CAT (Goth et 

al., 2004) las cuales tienen relación con el desarrollo de diferentes 

enfermedades de tipo autoinmune (Casp et al., 2002; Chistiakov et al., 2000; 

Schallreuter et al., 1991). Además se han descrito situaciones de acatalasemia, 

cuya manifestación clínica es la ulceración y gangrena oral (enfermedad de 

Takahara) (Gross et al., 1977; Matsunaga et al., 1985), así como las 

alteraciones genéticas que las determinan (Ogata et al., 2008). También se han 

descrito, en células tumorales, alteraciones de la actividad CAT producidas por 

una disminución de la expresión del gen (Goth et al., 1996; Sato et al., 1992) o 

por mecanismos reguladores post transcripcionales tales como proteínas que 

degradan el ARNm de CAT (Clerch et al., 1992) y moléculas de señalización 

(proteinquinasas y proteinfosfatasas), que pueden modificar su actividad (Yano 
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et al., 2002). Finalmente, se ha descrito un mecanismo que relaciona la 

regulación de la CAT con la respuesta inflamatoria, lo cual demuestra que la 

CAT tiene un impacto funcional más allá de la simple defensa antioxidante 

(Perez-Rivero et al., 2008). 
 

Por todo lo expuesto, el siguiente objetivo de nuestro estudio fue caracterizar el 

origen de la inhibición persistente de CAT, intentando esclarecer si la CAT 

presentaba una actividad disminuida por tratarse de una proteína anómala o de 

una disminución de su concentración consecuente con una menor expresión 

génica o a una regulación post-transcripcional alterada. 
 

Los resultados de nuestro estudio indican que la inhibición de la actividad CAT 

depende de una baja expresión del ARNm del gen CAT, que se correlaciona a 

su vez con una baja concentración de proteína CAT, siendo la primera vez que 

se describe esta inhibición in vivo en humanos y en células no tumorales. 
 

En nuestro estudio intentamos esclarecer otros posibles mecanismos de 

regulación post-transcripcional de la enzima CAT mediante la medida de los 

niveles de expresión (cantidad ARNm) de ciertas proteinquinasas (PKCγ y 

PKCζ) y de la enzima telomerasa. Dichos niveles de expresión no pudieron ser 

detectados por quedar fuera de la zona de detección fiable del sistema de 

medida. Nuestro interés en estos mecanismos de regulación proceden de 

estudios “in vitro” que han demostrado que una deficiencia de la enzima 

telomerasa, induce una disminución de la actividad CAT con la consecuente 

producción de radicales libres, los cuales a su vez promueven la síntesis de 

citoquinas profibróticas (como el TGF-β1) y de proteínas de la matriz 

extracelular (tales como fibronectina) (Perez-Rivero et al., 2008), de forma que 

se relaciona a la enzima CAT con la respuesta inflamatoria. 
 

Puesto que detectamos una inhibición de la expresión y que se han descrito 

SNPs relacionados con la actividad CAT en otras enfermedades autoinmunes, 

procedimos a profundizar en el estudio de polimorfismos de CAT. De los 15 

que escogimos, sólo el SNP rs1001179 (-262 C>T) para CAT, mostró una 

correlación estadística con el desarrollo de EC. El genotipo homocigoto -262CC 

fue  el  más  frecuentemente  asociado  a  nuestro  grupo  de  pacientes.  El 
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polimorfismo -262C>T está localizado en la región promotora del gen de la CAT 
 

en humanos, en el cromosoma 11p13. Este SNP, también conocido como CAT 
 

-330C>T, genera tres genotipos, de los cuales el homocigoto -330CC/-262CC 

se ha asociado predominantemente con una disminución de los niveles de CAT 

en sangre en comparación con los genotipos -330TT/-262TT y -330CT/-262CT 

(Bohanec Grabar et al., 2009; Forsberg et al., 2001). Sin embargo, existen 

estudios que muestran resultados opuestos y describen una actividad CAT más 

baja en los portadores del alelo -262T que en los -262C (Ahn et al., 2006; 

Bastaki et al., 2006). 
 

Un estudio reciente realizado en linfocitos de sangre periférica de pacientes 

afectos de lupus eritematoso sistémico, enfermedad donde se había reportado 

previamente  una  disminución  de  la  actividad  CAT  (Taysi  et  al.,  2002), 

encuentra una asociación significativa de esta enfermedad con el genotipo CAT 

-330CC (Warchol et al., 2008) coincidiendo con nuestros resultados. Existen 

estudios que correlacionan el SNP CAT-262 con enfermedades o situaciones 

en las que existe una disminución de la actividad CAT y un aumento de estrés 

oxidativo (Ahsan et al., 2003; Goth et al., 2000; Nadif et al., 2005). En 

contraposición, se ha visto que este SNP también puede actuar protegiendo 

frente al desarrollo de ciertas enfermedades como el Alzheimer (Goulas et al., 

2002), la neuropatía asociada a la diabetes tipo 1 (Chistiakov et al., 2006) y 

otras patologías que también están mediadas por estrés oxidativo (Christiansen 

et al., 2004). Estas discrepancias podrían ser explicadas por los distintos 

mecanismos biológicos que actúan en la patogenia de estas enfermedades e 

indican la importancia del SNP CAT-262 como factor de variabilidad que actúa 

sobre genes de enzimas antioxidantes. 
 

Respecto al SNP rs475043 para CAT mostró una correlación estadística con el 

desarrollo de EC pero sin alcanzar significatividad, probablemente por ser un 

estudio con un número limitado de pacientes. Este SNP ya ha sido estudiado 

previamente por el grupo de Van Camp (Carlsson et al., 2005; Konings et al., 

2007) el cual estudió la influencia de diferentes SNPs del gen CAT, gen 

involucrado en el estrés oxidativo (entre ellos el rs475043), sobre la 

susceptibilidad a la pérdida de audición condicionada por la exposición al ruido. 
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El resto de SNPs para CAT no mostraron correlación estadística con el 

desarrollo de EC. 
 

En definitiva, nuestros hallazgos sugieren que los SNPs para el gen de CAT 

podrían explicar la inhibición de la expresión de dicha enzima. El SNP 

rs1001179 ya había sido descrito previamente en la literatura como posible 

responsable de reducir la expresión de la enzima CAT. Es necesario que 

nuestros hallazgos sean confirmados aumentando el número de muestras, con 

estudios  multicéntricos  y  poblacionales  en  la  EC.  Del  mismo  modo  la 

implicación que la presencia de los SNPs suponga a la actividad enzimática 

debería ser caracterizada. 
 

De todos los SNPs escogidos para SOD-Mn en nuestro estudio (rs4880, 

rs5746096, rs2758346, rs2758339 y rs5746136), ninguno de ellos mostró 

correlacionarse con el desarrollo de EC. Sin embargo, en la literatura existe un 

trabajo que asocia al SNP de SOD-Mn SOD2 Ala-9Val (rs4880) con la CU 

(Kosaka et al., 2009) y con el desarrollo de cáncer colorrectal (Stoehlmacher et 

al., 2002). Con todo lo expuesto, consideramos que se debe profundizar en el 

estudio de polimorfismos de SOD-Mn en la EII, puesto que es una enfermedad 

donde existe un aumento del estrés oxidativo y del riesgo de degeneración 

neoplásica. 
 

Nuestros  hallazgos,  junto  con  las  pruebas  mencionadas  en  la  literatura, 

sugieren que, cuando medimos las ERO y la capacidad antioxidante de la 

célula,  no  sólo  estamos  evaluando  el  estrés  oxidativo,  sino  también  los 

procesos de regulación de la célula, los cuales nunca han sido adecuadamente 

caracterizados. De hecho, existe evidencia en la literatura, coincidiendo con 

nuestros resultados, de que si bien las células que sobre-expresan la enzima 

SOD-Mn presentan un aumento compensatorio de la actividad GPx como 

respuesta al aumento de H2O2, este aumento compensatorio parece no implicar 

a la actividad CAT (Keller et al., 1998) e incluso, contrariamente a las 

expectativas, se ha visto que en células resistentes a la apoptosis la expresión 

de la proteína CAT así como su actividad se encuentran disminuidas (Chovolou 

et al., 2003). Sin embargo, existen otros estudios que evidencian que la sobre- 
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expresión de la CAT conlleva una disminución del radical H2O2, lo que también 

parece tener un impacto sobre la capacidad apoptótica celular. 
 

Por tanto, los estudios respecto a la CAT podrían agruparse en torno a dos 

teorías distintas e incluso casi contrarias que se resumen en: 
 

1)   Algunos   estudios   indican   que   la   sobre-expresión   de   CAT,   con   la 

consecuente  disminución  de  H2O2,  conlleva  una  protección  frente  a  la 

apoptosis (Lin et al., 2004; Song et al., 2003; Tome et al., 2001). 
 

2) Varios estudios indican que una actividad CAT baja confiere a las células un 

fenotipo resistente a la apoptosis (Chovolou et al., 2003; Iwai et al., 2003; 

Kaimori et al., 2003). 
 

En este segundo grupo podemos reseñar como ejemplo que las células 

tumorales (resistentes a la apoptosis por definición) suelen presentar una 

actividad CAT inhibida y, por tanto, las ERO crónicamente aumentadas, lo cual 

se cree que contribuye al fenotipo maligno y a la capacidad de crecimiento 

celular aumentada. Los resultados de nuestro trabajo detectan, por primera vez 

in vivo y en células no tumorales, una inhibición persistente de la enzima CAT 

cuyo significado e implicación en la regulación de procesos celulares 

pretendemos clarificar. 
 

Se ha reportado previamente en la literatura que en la EII existe una alteración de 

la apoptosis y de la respuesta inmune en las células. Nuestros resultados se han 

realizado con linfocitos CD4+ no activados aislados desde sangre periférica de 

pacientes con EC y se han comparado con células de sujetos sanos. La 

resistencia que los linfocitos no activados de los pacientes con EC han mostrado 

al ser activados empíricamente in vitro, apoya la idea de que dicha resistencia o 

bien es intrínseca a los linfocitos o bien está dirigida por algún elemento regulador 

que excede el ámbito de la mucosa intestinal y condiciona una alteración 

permanente de la capacidad apoptótica celular. Si la resistencia a la apoptosis 

afecta  a  todas  las  subpoblaciones  celulares  o  afecta  en  un  subtipo  celular 

concreto se está investigando en el momento actual. 
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Al igual que el efecto citotóxico del TNF-α parece estar regulado por la 

concentración de H2O2 (Bai et al., 2000), experimentos realizados con células 

resistentes al efecto del TNF-α demostraron que en ellas había dos enzimas 

antioxidantes disminuidas: la CAT y la SOD-Cu/Zn (Chovolou et al., 2003). Por 

ello está aceptada la idea de que tanto la CAT como el H2O2  son reguladores 

clave de la sensibilidad que las células presenten al TNF-α (Bai et al., 2000; 

Bernard et al., 2001b). Es lógico pensar que la inhibición permanente de la CAT 

encontrada en los linfocitos de nuestros pacientes debe tener un impacto en la 

regulación de la capacidad apoptótica de las células. Este aspecto lo hemos 

evidenciado por primera vez de forma directa al demostrar que la inhibición 

farmacológica de la CAT de linfocitos de sujetos sanos conlleva el desarrollo de 

resistencia a la apoptosis de los mismos. Con esto hemos ratificado hallazgos 

previos experimentales de que la resistencia al efecto citotóxico del TNF-α puede 

obtenerse si se expone a las células a un inhibidor de la CAT (el 3-aminotriazole- 

AZT) (Bai et al., 2000; Bernard et al., 2001b), sólo que la trascendencia de 

nuestros resultados es importante por haber realizado los estudios ex-vivo, con 

células directamente obtenidas de sangre periférica. 
 

El mecanismo por el que la actividad CAT influencia la capacidad apoptótica 

celular no está bien caracterizado, pero podría depender de una modificación de 

la conformación o de la actividad de quinasas, fosfatasas u otras proteínas 

sensibles a los ERO (Adler et al., 1999; Bauer, 2002; Finkel, 2000; Herrlich et al., 

2000) y se regularía según la actividad de la CAT permitiese una mayor o menor 

concentración de H2O2 en la célula. 
 

Por ello, en el estudio de expresión génica que hemos realizado para 

caracterizar la expresión de los genes de los enzimas antioxidantes, hemos 

incluido también genes implicados en la regulación del estrés oxidativo y de la 

capacidad apoptótica, así como algún gen ya reportado en la literatura como 

diferencialmente regulado en la EC, para tener un control interno y comparativo 

de nuestros resultados con los existentes en la literatura. Entre los distintos 

genes, en nuestro estudio hemos analizado otros genes relacionados con el 

estrés oxidativo y la apoptosis (FASR, FASLG, STAT1, NFKB1 y ASK), así 

como  genes  de  moléculas  de  señalización  intracelular  (PSKH1,  PPID  y 

ABCB1). 
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Probablemente los mecanismos que regulen la capacidad apoptótica de los 

linfocitos  sean  múltiples,  con  mayor  o  menor  interrelación  entre  ellos.  En 

nuestro estudio hemos analizado desde el punto de vista genético (ARNm) el 

receptor del Fas (FasR) y su ligando (FasLG) en pacientes de EC al debut de la 

enfermedad y cuando están inactivos, así como en controles sanos. La 

expresión FasLG disminuida significativamente en los pacientes activos de EC 

contribuye a la resistencia apoptotica. Está disminución no se acompaña de un 

incremento de expresión del receptor (FasR) como mecanismo compensatorio 

sino que los pacientes activos y de debut mantienen una expresión igual que 

los sujetos sanos. El hecho de que cuando los pacientes alcanzan la remisión 

tras instaurar tratamiento presentan un incremento de la expresión del FasR 

apoya que el efecto de los fármacos es inductor de la apoptosis, al menos 

parcialmente, induciendo el receptor Fas. De hecho, de todos es conocido que 

el efecto de los fármacos biológicos depende, al menos en parte, de su 

capacidad de inducir apoptosis en células de la inmunidad. 
 

Respecto al NF-kB, intermediario de muchos procesos celulares con funciones 

anti-apoptóticas (Visekruna et al., 2006), nosotros sólo hemos observado un 

incremento significativo de los niveles de expresión génica de NF-kB en el 

grupo de pacientes inactivos, no existiendo diferencias entre controles y 

pacientes al debut. Una posible explicación al respecto sería que en el grupo 

de pacientes inactivos el proceso apoptótico está en marcha, por lo que la 

célula tendería a compensarlo mediante el incremento de los niveles de NF-kB. 
 

En nuestro estudio los pacientes con EC activa y controles sanos no mostraron 

diferencias en los niveles de ASK, proteína Pro-apoptótica. Sin embargo, 

cuando la EC está inactiva los niveles de ASK tienden a aumentar sugiriendo 

de nuevo la posibilidad de un aumento del proceso apoptótico 

farmacológicamente inducido (por el tratamiento con inmunosupresores y 

fármacos anti-TNF-α) en este grupo de pacientes. 
 

Los niveles de PPID, proteína de la matriz mitocondrial implicada en la 

supresión de la apoptosis (Linard et al., 2009), en los pacientes con EC activa y 

controles no mostraron diferencias, por lo que la resistencia a la apoptosis 

tampoco parece depender del Bcl2. En los pacientes con EC inactiva,  los 
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niveles de expresión del PPID están más altos. Este incremento de PPID 

encontrado en los pacientes con EC inactiva podría estar relacionado con la 

influencia de los tratamientos inmunosupresores y biológicos recibidos. Los 

bajos niveles de PPID en los pacientes con EC activa podrían explicar también 

la demostrada falta de eficacia de la ciclosporina A en estos pacientes y que no 

sea útil como tratamiento (Travis et al., 2006). En la literatura hay descrito, en 

contra  de  nuestros  hallazgos,  que  la  mucosa  tanto  inflamada  como  no 

inflamada de pacientes los pacientes con EC y CU tenía una expresión 

aumentada de PPID respecto a los controles sanos, pudiendo ser éste un 

evento local y limitado a la mucosa, cuyo papel en la patogenia de la EII queda 

por clarificar (Wu et al., 2007). 
 

Los pacientes con EC activa e inactiva presentan un aumento significativo en la 

expresión génica de STAT1, gen incluido dentro de los genes inducibles por 

IFNγ,  respecto   de   los   controles   sanos.   La   sobreexpresión   de   STAT1 

encontrada en los pacientes con EC, independientemente del estado de 

actividad, podría ser indicativa de la activación de la vía TH1 mediada por IFNγ, 

IL12  e  IL23  y  destaca  la  importancia  del  IFNγ  en  la  patogenia  de  la  EC 

(Niessner et al., 1995) y su posible implicación en la regulación del estrés 

oxidativo. Existen dos estudios realizados en biopsias de mucosa de pacientes 

con EC donde también se evidencia que la expresión del gen STAT1 está 

elevada (Schreiber et al., 2002; Wu et al., 2007). 
 

En nuestro estudio, los pacientes con EC activa al debut de la enfermedad 

presentaron niveles de ABCB1 significativamente inferiores a los controles 

sanos. Sin embargo, cuando los pacientes con EC alcanzaron la inactividad 

aumentaron los niveles de ABCB1. Estos resultados podrían explicar la 

alteración de la resistencia a determinados fármacos o más bien la pérdida de 

respuesta que puede aparecer durante el curso de la enfermedad en algunos 

pacientes. A este respecto ya se ha reportado una disminución de la expresión 

de ABCB1 en la mucosa de pacientes con CU (Langmann et al., 2004) y con 

EC (Wu et al., 2007), así como una correlación entre diferentes variantes de 

este gen y la susceptibilidad y el fenotipo de CU (Ho et al., 2006). Por tanto, 

ABCB1 es una molécula a estudiar en la patogenia de la EII, siendo de gran 
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interés para estos pacientes que van a ser sometidos a numerosos fármacos 

durante la evolución de su enfermedad. 
 

Nosotros encontramos que los niveles de PSKH1 eran superiores en los 

pacientes con EC respecto de los controles, lo cual nos apunta al transporte y 

procesado del pre-ARNm como un posible objetivo en la patogenia de la EC, 

además de procesos de fosforilación similares a los que regulan la CAT. Estos 

resultados coinciden también con los encontrados en un estudio realizado en 

biopsias de pacientes con EII, donde la expresión génica de PSKH1 estaba 

aumentada en la mucosa de estos pacientes respecto a controles sanos (Wu et 

al., 2007). No obstante, las implicaciones biológicas de esta sobreexpresión 

todavía no están bien definidas. 
 

En definitiva, nuestros resultados muestran una resistencia intrínseca y/o 

permanente de los linfocitos CD4+ de los pacientes con EC que parece ser 

consecuente a una disminución de la actividad CAT y un incremento de la 

concentración H2O2, probablemente de origen mitocondrial, así como de la 

probable regulación/interacción que estos factores tengan con la expresión de 

elementos de la vía Fas y la vía mitocondrial. 
 

El daño oxidativo detectado constantemente, independientemente de la 

actividad de la enfermedad, apunta hacia elementos patogénicos permanentes 

que podrían condicionar alteraciones en la capacidades immunes de las células 

de la serie blanca. Los genes clásicamente relacionados con la apoptosis 

parecen expresarse y participar en la enfermedad ya inactiva, por lo que su 

inducción podría ser secundaria a los tratamientos administrados para controlar 

la EC. De los genes estudiados, sólo los relacionados con la fosforilación 

proteica y consecuentemente con la regulación de proteínas como podría ser la 

CAT, y los que inducen citoquinas de la respuesta Th1 tipo IFN, que está 

también elevado en la enfermedad permanentemente, podrían estar jugando 

un papel en la alteración de la capacidad apoptótica detectada. 
 

Todos estos hallazgos ayudan a clarificar algunos de los mecanismos 

patogénicos implicados en al EC y nos abren nuevas líneas de investigación y 

posibles dianas terapéuticas. 
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1 Los pacientes con EC presentan un estrés oxidativo permanente en 

sangre periférica, que depende de un exceso de producción de H2O2, el 

cual sobrepasa las capacidades antioxidantes. Este estrés oxidativo se 

refleja en un daño permanente detectado sobre los lípidos y sobre el 

ADN de las células de sangre periférica. 
 

2  Los linfocitos de sangre periférica de los pacientes con EC presentan 

mayor sensibilidad para la formación de H2O2. 

 

3  La elevación significativa de la enzima SOD-Mn sitúa a la mitocondria 

como organela participante en la génesis del estrés oxidativo detectado, 

de modo que una elevación significativa de O2 debe derivar de la 

disminución del potencial de membrana que se detecta en estos 

pacientes, especialmente cuando están en brote. 
 
 

4  El aumento de TNF-α detectado en el plasma de los pacientes podría 

contribuir a la inhibición del potencial de membrana mitocondrial tal y 

como demuestran estudios experimentales y, además, apoya el hecho 

demostrado en este estudio de que existe una correlación negativa entre 

el potencial de membrana mitocondrial y la concentración de TNF-α. 

Además, el NO no participa en el mecanismo responsable de esta 

inhibición. 
 

5  Tanto el potencial de membrana mitocondrial como la concentración de 

TNF-α recuperan valores control cuando los pacientes consiguen una 

remisión completa y mantenida de la actividad inflamatoria. Este hecho 

orienta a considerar otros orígenes responsables de formar radicales 

que expliquen el estrés oxidativo permanente detectado. 
 

6  El incremento de GPx en estos pacientes es insuficiente para mantener 

las  concentraciones  de  H2O2    a  niveles  control.  La  enzima  CAT, 

implicada en procesos de detoxificación sólo cuando hay una formación 

excesiva de H2O2, no se activa en este sentido en estos pacientes sino 

que permanece significativa y permanentemente inhibida. 
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7  La  enzima  CAT  ha  mostrado  estar  implicada  en  la  regulación  de 

variados procesos celulares. La inhibición permanente de la enzima CAT 

en los pacientes con EC podría estar condicionando las capacidades 

apoptoticas de las células inmunes de estos pacientes, al igual que la 

inhibición de CAT en controles condiciona una disminución de las 

capacidades apoptóticas celulares. 
 

8  La inhibición de la actividad CAT es secundaria a una disminución de la 

concentración de proteína que depende de una menor expresión génica 

del gen correspondiente. Los polimorfismos descritos previamente para 

la CAT se han caracterizado en estos pacientes, evidenciando que el 

polimorfismo rs1001179 se asocia significativamente con la enfermedad. 
 

9  El  análisis  de  expresión  de  genes  previamente  reportados  como 

asociados a la EC evidencia que los genes implicados en la regulación 

de la vía FAS dependiente del factor de transcripción NF-κB están 

diferencialmente expresados en estos pacientes. La disminución de la 

proteína CAT debe ser explorada como elemento regulador de la 

apoptosis, así como su implicación en la vía FAS-NF-κB. Otras proteínas 

reguladoras de apoptosis (ASK, PPID) no parecen tener una implicación 

en este contexto. 
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