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1. INTRODUCCION

El urbanismo engloba una serie de factores pro-oxidantes que alteran el
equilibrio homeostatico entre la formaciéon de radicales libres (RL) y la proteccion que
proporciona el sistema antioxidante. Desde el punto de vista bioquimico este
desequilibrio denominado estrés oxidativo (Eox) origina alteraciones de tipo estructural
y funcional en las biomoléculas (lipidos, proteinas, hidratos de carbono y ADN)
causando dafio oxidativo en las células y con esto un envejecimiento celular acelerado
o prematuro y favorece la aparicion de padecimientos infecciosos y cronico-

degenerativos.

Al respecto una de las teorias mas aceptadas para explicar el proceso de
envejecimiento es la de los RL, propone que el envejecimiento es causado por la
acumulacion de dafo oxidativo en las células por reacciones entre las biomoléculas y
los RL, propiciando una serie de modificaciones morfolégicas, fisioldgicas, bioquimicas
y psicoldgicas, que ocurren a lo largo de su vida como consecuencia de la accion del
tiempo en un ambiente determinado, lo cual incrementa la vulnerabilidad para las

enfermedades cronico-degenerativas.

Por otro lado, se sabe que la informacién genética contenida en el ADN regula el
proceso de envejecimiento, no obstante las interacciones con factores pro-oxidantes asi
como la generacion endoégena de RL, puede modificar en cierta medida la molécula de
ADN, propiciando un dafo permanente en caso que exista una deficiencia en los

mecanismos de proteccion y/o reparacion de esta.

Por tal motivo, la presente investigacion se llevd a cabo, con el fin de evaluar la
influencia del lugar de residencia, sobre el dano oxidativo al ADN y la capacidad de
reparacion de linfocitos en adultos mayores, considerando que el lugar de residencia

urbano, incrementa la exposicion a diversos retos estresantes fisicos y psicoldgicos.
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2. RESUMEN

ANTECEDENTES. La exposiciéon a factores pro-oxidantes propios del urbanismo genera
alteraciones bioquimicas en el metabolismo del ADN y por tanto un deterioro celular
generalizado, estos cambios se explican por la génesis de RL por reduccion del ozono y la
respuesta inmunoldgica propiciada por las particulas suspendidas.

OBJETIVO. Evaluar el dafio oxidativo al ADN en adultos mayores mediante la técnica
de electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa) con respecto al lugar de residencia, asi
como el efecto de esta sobre la capacidad de reparacién en linfocitos expuestos a peréxido de
hidrégeno.

METODO. Se realizé un estudio observacional, transversal y comparativo en una
poblacion de 112 adultos mayores, 31 del area rural de Actopan, Hidalgo, 35 del area sub-
urbana de Los Reyes, Estado de México y 46 del area urbana de la ciudad de México. Mayores
de 60 afnos, sin distincion de sexo, sanos desde el punto de vista gerontoldgico, excluyendo a
los sujetos con ingesta de antioxidantes exdgenos. La variable independiente fue el lugar de
residencia. Las variables dependientes fueron el dafio oxidativo y capacidad de reparacion al
ADN. Los datos se analizaron por estadistica descriptiva y? t de student y ANOVA al 95% pos
hoc Dunnett. Por medio del paquete estadistico SPSS 11.0

RESULTADOS. Las frecuencias de dafio al ADN en el area urbana fue de 76% vs. Sub-
urbana 63% vs. Rural 68%. p>0.05). Los promedios de migracion presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre el area rural 41.4um, con respecto a los del area urbana
30.5+13.22um y sub-urbana29.5+13.22um. No asi al relacionar la media de migracion del area
urbana contra la del area sub-urbana. La magnitud y grado de dafio del area rural el 64.5%
presenta de 1 a 5 células con dano, el 28.5% para sub-urbana y el 32.6% para urbana. Para
mas de 6 células con dano el area rural mostré un 3.3%, para sub-urbana 34.3% y un 30.43%
para urbana con un valor de p<00.5 al comparar rural con respecto a las otras dos. La media de
migracion en la cinética de reparacion del area rural, presento diferencia estadisticamente
significativa entre el tiempo cero 47.446.2um vs. sesenta 43.13+5.5um y entre el tiempo treinta
48.0+8.6ym vs. sesenta 43.13+5.5um, en el &rea sub-urbana se observé diferencia
estadisticamente significativa entre el tiempo cero 45.7+6um vs. treinta 41.8+4.2um y entre el
tiempo cero 48.0+8.6um vs. sesenta 40.0+6.4um, en el area urbana se observé diferencia
estadisticamente significativa entre el tiempo cero 43.7+6.5um vs. treinta 42.2+4.0um y entre
cero 43.7+6.5um vs. sesenta 40.0+5.8um (p<0.05). El area rural reparé al tiempo treinta 39.0%
y al sesenta 79.3%, el area sub-urbana reparé al tiempo treinta 48.0% y al sesenta 67.0% el
area urbana reparo al tiempo treinta 63.0% y al sesenta 78.5%

CONCLUSIONES. El porcentaje de dano al ADN fue mayor en los AM del area urbana.
Aun cuando el area rural presenté una media de migracion mayor, con respecto al area sub-
urbana y urbana, los resultados obtenidos de la magnitud y grado de dafo, sugieren que la
poblacién mas vulnerable al dano oxidativo al ADN, es el area urbana, ya que aun que ésta
posee una media de migracion menor a la del area rural, presenté un alto porcentaje de células
con danio total del tipo nube, donde el dafio es tan grande que no es reparado. Las medias de
migracion observadas a los diferentes tiempos de la cinética de reparacion del area rural,
demuestran que ésta presenta un periodo de adaptacion mas amplio, lo cual posiblemente se
deba a que esta poblacion no esta habituada a retos estresantes de esta magnitud. Se observd
que los AM del area rural presentan una mejor capacidad de reparacién del ADN.
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3. MARCO TEORICO

La Unidad de Investigacion en Gerontologia de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, sustentandose en informes de La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), ha definido al envejecimiento como un proceso gradual y
adaptativo, caracterizado por una disminucion relativa de la respuesta homeostatica,
debida a las modificaciones morfoldgicas, fisioldégicas bioquimicas y psicologicas,
propiciadas por los cambios inherentes de la edad y al desgaste acumulado ante los
retos que enfrenta el organismo a lo largo de la historia del individuo en un ambiente

determinado.”

Al respecto Sterling y Eyer observaron la existencia de un equilibrio arménico
entre el hombre y su ambiente, inmerso en una interaccién dinamica que permite al
individuo mitigar o contrarrestar las amenazas o retos de indole bioldgico, psicologico o
social a través del mecanismo biolégico denominado alostasis, que es una respuesta
adaptativa del organismo ante las demandas o retos endégenos y exdégenos de la vida
diaria para mantener la homeostasis (mantenimiento de la estabilidad a través del
cambio). Sin embargo este mecanismo de la adaptacion genera un costo, que afecta
tejidos u 6rganos por una sobre expresion, ineficiencia, reaccion intensa o prolongada

del organismo ante agentes estreségenos denominado carga alostatica.®

Sin embargo no es el unico mecanismo de adaptacion que permite al hombre
contrarrestar estos retos estresantes. La hormesis es un proceso adaptativo
secundario que se sustenta en el hecho de que la exposicién gradual, continua y a
dosis seguras, a sustancias quimicas, cambios fisicos, psicologicos y sociales,

consigue favorecer la homeostasis e incrementar la longevidad.®®

No obstante existen factores genéticos y del entorno que modifican tanto la
longevidad como las manifestaciones clinicas caracteristicas de los adultos mayores
(AM) lo que hace posible identificar factores que favorecen la aparicion de
padecimientos crénico-degenerativos o que aceleran el proceso normal de

envejecimiento. Como es el caso del urbanismo que engloba factores pro-oxidantes de
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entre los que destacan la contaminacion ambiental, horas de suefio, alimentacion
inadecuada y estrés psicologico, estos factores afectan de forma directa e indirecta

células, 6rganos y sistemas.®"®

Al respecto se ha observado que el urbanismo no solo aumenta la produccidn de
radicales libres en el organismo, a los que se les atribuye el envejecimiento celular.
Ademas se ha observado que en zonas urbanas toda la poblacion se encuentra
sometida a niveles altos de RL de forma continua, que modifica los niveles de
antioxidantes séricos, tanto enzimaticos como no enzimaticos mostrando un deterioro

de la proteccién que estos proporcionan ante los radicales libres.'” '8

De tal manera que resulta de gran interés determinar si el urbanismo representa
un factor de riesgo para la acumulacién de dafio al ADN, asi como analizar la existencia
de similitudes y diferencias entre la capacidad de reparacion de esta molécula en las

tres poblaciones de estudio.
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3.1URBANISMO

El urbanismo es considerado por algunos investigadores como un factor de
riesgo de los padecimientos mas frecuentemente observados en los AM, debido a que
engloba un gran numero de factores pro-oxidantes, derivados del estilo de vida de cada

individuo.

El término urbano se refiere esencialmente a ciudades, pueblos y otras areas
densamente pobladas. La demarcacion de zonas urbanas es generalmente definida por
los paises como parte de sus procedimientos censales y se basa usualmente en el
tamano de las localidades o en funcién a criterios especiales, como densidad
poblacional o tipo de actividad econdémica de sus residentes. No existe una definicion
de area urbana internacionalmente consensuada y las definiciones operacionales
nacionales pueden variar de pais a pais. En México se clasifica como zona urbana, en
base al tamafio del nucleo, expresado en numero de habitantes, que debe oscilar entre
2.000 y 3.000 habitantes."®?’

La ciudad de México D.F. es considerada como zona urbana ya que presenta
niveles altos de contaminacion, especificamente niveles altos de ozono y particulas
suspendidas por lo que ha sido motivo de un gran numero de estudios relacionados con

el efecto de estos contaminantes sobre la salud.?'?*

3.1.1 Ozono

El ozono es una forma alotropica del oxigeno formada por 3 atomos de oxigeno,
es un gas de color azul palido y al licuarse forma un liquido azul oscuro. Quimicamente
es muy activo, es un oxidante muy fuerte por lo que se usa como germicida, diluido se
usa para esterilizar el agua, purificar el aire y llevar a cabo reacciones de oxidacién en
quimica organica. Se descompone rapidamente en oxigeno a temperaturas mayores a
100° C y a temperatura ambiente en presencia de catalizadores como el diéxido de
manganeso, MnO,. Tanto el oxigeno atémico (O;) como el ozono (O3) son muy
reactivos y al reaccionar con los hidrocarburos olefinicos producen aldehidos, cetonas y

alcoholes.?> %°
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El ozono atmosférico lo producen principalmente los motores eléctricos, los

relampagos y la radiacion ultravioleta solar con el oxigeno del aire.

Las reacciones quimicas de formacion y descomposicion del ozono son:

NO, + hv (radiacion solar) -------- > NO + O
O+ 0Oy - > O3
O3 + NO - > NO, + Oy
203 ————-- > 30,

En la Ciudad de México y otras zonas ampliamente pobladas como Guadalajara,
Monterrey con frecuencia se rebasan los limites de ozono tolerables para la salud. La
Comision Metropolitana para la Prevencion de la Contaminacién estima que esta

contaminacidon es producida en estas ciudades, principalmente por vehiculos,

autotransportes, industria y produccién de energia. (Tabla 3.1.) %’
FUENTE CONTRIBUCION %

Vehiculos 34.9

Autotransportes 41.7

Industria 20.0

Produccion de energia 4.0

Tabla 3.1. Porcentaje de las principales fuentes de ozono en ciudades altamente pobladas de México.
Tomado de: http://www.sma.df.gob.mx/sma/index.php®’

La inhalacion del ozono presente en el smog fotoquimico ocasiona tos, dificultad
para respirar, irritacion en la nariz y la garganta, aumenta las molestias y agrava las
enfermedades crénicas como el asma, bronquitis, enfisema (es incurable y reduce la

capacidad de los pulmones para transferir oxigeno a la sangre) y trastornos cardiacos.
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Los efectos sobre la salud, de la exposicion prolongada a una atmdsfera con
ozono, indican que los nifos, los ancianos y aquellas personas que tienen una salud
fragil, resienten rapidamente problemas respiratorios, ronquera, nauseas y congestion
pulmonar. Algunos estudios indican que el ozono tiene una influencia importante sobre
los globulos rojos, limitando el transporte de oxigeno a las células del organismo. No
obstante, quedan pendientes aun detalles importantes acerca de la forma en que el

ozono afecta la salud.? 2%

En Meéxico el criterio para evaluar la calidad del aire con respecto al "ozono”
establecido en la NOM-020-SSA1-1993 indica que:

= La concentracion de ozono, como contaminante atmosférico, debe ser menor o igual
a 0.110 ppm, promedio horario, para no ser rebasado una vez al afo, calculado como

se especifica en el numeral 4.3.1 de esta Norma.

= La concentracién del promedio de ocho horas de ozono, como contaminante
atmosférico, debe ser menor o igual a 0.080 ppm, tomado como el quinto maximo, en

un periodo de un ano, calculado como se especifica en el numeral 4.3.2 de esta Norma.

Es decir un promedio horario maximo de 216 ug/m> por hora (0.11 ppm)
Equivalentes a 100 puntos IMECA.% 3" 32

3.1.2. Particulas suspendidas

Las particulas suspendidas se clasifican de acuerdo a su tamano vy

suponiéndolas esféricas se clasifican en:

1) Inhalables (o particulas de materia inhalable, PMI), cuyo diametro es menor a 10
micras PMo.

2) Ordinarias (o particulas respirables, RPM), con diametro menor a 2.5 micras
PM,s.

3) Finas cuyo diametro es menor a 1.2 micras PM ».
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Las particulas emitidas directamente por fuentes contaminantes se denominan

primarias y son:

» Particulas entre 0.1 y 2.5 micras, provenientes de procesos naturales como
incendios forestales y procesos de combustion industrial.

» Particulas de materiales carbonosos incluyendo carbono elemental y compuestos
organicos.

» Particulas emitidas por los automotores, principalmente en forma de sulfatos y
oxidos de nitrogeno, carbono y azufre.

» Particulas con metales ligeros (sodio, magnesio, aluminio, silicio, potasio y calcio).

» Particulas con metales pesados (titanio, vanadio, cromo, manganeso, hierro, niquel,
cobre, zinc, plomo, cadmio, arsénico y selenio).

» Particulas grandes (polvo transportado por el viento).

» Particulas emitidas a partir de actividades industriales.

= Particulas de polen, microorganismos e insectos.

» Particulas eléctricamente cargadas, con diametros menores a 0.1 micras, formadas
por efecto de la radiacion solar y césmica, material radioactivo y procesos de

combustion.
Las fuentes de particulas son:

» |ncendios forestales o de pastizales.

= Emisiones antropogénicas, provenientes de la combustion de combustible, de
basura y de actividades industriales.

= Suspension del polvo por la accién del viento o vehiculos.

= Erupciones volcanicas.

» Fuentes extraterrestres que soélo afectan levemente las concentraciones en la capa
planetaria limite, pero contribuyen a las concentraciones de polvo- extraterrestre
encontradas arriba de los 30-40 km de altura.

= Emisiones de la sal del océano generadas por los rompimientos de las olas, la
accioén del viento en las crestas de las olas o burbujas de espuma rompiéndose en la

superficie del agua.
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Las particulas que se obtienen a partir de reacciones quimicas en la atmdsfera
se denominan secundarias. Los principales procesos de produccion de este tipo de

particulas son:

= | a transformacion de SO, en sulfatos.
= |a transformacion de NO, en nitratos.

» La transformacion de componentes organicos en particulas organicas.

En la atmdésfera urbana flota un sinnimero de particulas suspendidas (sales y
oxidos de metales pesados, sustancias organicas, etc.), procedentes principalmente de
procesos de combustion como: la actividad vehicular, procesos industriales de plantas
metalurgicas y fertilizantes, de almacenamiento y procesado de granos, fabricacion de
cemento; tolvaneras, o bien, de la formacion de nitratos y sulfatos proveniente de

aerosoles.>

Las particulas inhalables (o particulas de materia inhalable, PMI), cuyo diametro

es menor a 10 micras PMy,.

Producen irritacion en las vias respiratorias; su acumulacion en los pulmones
origina enfermedades como la silicosis y la asbestosis. Agravan el asma y las

enfermedades cardiovasculares.

En México el criterio para evaluar la calidad del aire con respecto a particulas
suspendidas totales establecido en la NOM-024-SSA1-1993 indica que:

Las particulas suspendidas totales (PST) como contaminante atmosférico, no
deben rebasar el limite maximo permisible de 260 ug/m3, en 24 horas, en un periodo de
un afo y 75 pg/m3 en una media geométrica anual, para proteccién a la salud de la

poblacion susceptible.®
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Al respecto el criterio para evaluar la calidad del aire establece una
concentracion maxima de PM1o de 150 pg/m? en un promedio de 24 horas, equivalentes
a 100 puntos IMECA.>*

Las particulas finas (o particulas respirables, RPM), cuyo diametro es menor a

2.5 micras PMs.

Por ser tan diminutas, las PMz s pueden ingresar y depositarse en las partes del
sistema respiratorio mas internas, causando serios dafos. Estudios recientes en
diferentes ciudades del mundo muestran una asociacion directa entre el aumento de las
concentraciones de PM,s y el decremento de la funcion pulmonar, el incremento de
visitas a salas de hospitales, agravamiento de afecciones pulmonares vy
cardiovasculares preexistentes, y la muerte prematura en personas que padecen esas

afecciones.®®

La Secretaria de Salud Federal contempla la entrada en vigor de una norma
ambiental para proteger la salud de la poblacion por exposicion a PM,s. Su aplicaciéon
sera de caracter nacional. Esta norma tiene concordancia con la norma equivalente en

vigor en los EUA. Los valores propuestos de la NOM son:

65 pg/m?®, promedio de 24 horas 15 ug/m?, promedio anual.

Hg/m® = microgramos por metro cubico de aire muestreado

Al respecto se ha observado que las particulas suspendidas, principalmente las
de plomo, causan anemia, lesion en los rifiones y en el sistema nervioso central. De
igual manera se ha demostrado que la inhalacion de productos de la combustion de
hidrocarburos esta asociado a procesos inflamatorios ademas de aumentar la
produccion de anticuerpos alergenicos, en este sentido recientemente se ha detectado
un aumento en los niveles de lipopolisacaridos derivados de las paredes de bacterias

Gram negativas que al ser inhalados representan un factor de riesgo para el asma. >*
37,38

10
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Aunado a esto encontramos entre los compuestos inorganicos que conforman las
particulas suspendidas como metales pesados derivados de las industrias y vehiculos,
como el plomo, niquel, hierro y vanadio frecuentemente asociados con procesos

inflamatorios y cancer.*

Al respecto la OMS en el ano 2002 sefialo que la contaminacién ambiental fue
causante de 0.8 millones de muertes en el mundo lo que representa el 1.4% del total de
fallecimientos, atribuyéndole también el 5% del cancer de traquea, bronquios y

pulmones.*

Sin embargo se desconocen a ciencia cierta las repercusiones biolégicas de
dicha exposicidon ya que en su mayoria las investigaciones realizadas se enfocan en
estudiar el factor de riesgo que este representa sobre padecimientos como los de
cancer, enfermedades cardiovasculares y de vias respiratorias. Por ser estos los mas

asociados al aumento en la morbi-mortalidad.

11
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3.2 MECANISMO DE ACCION DE CONTAMINANTES ATMOSFERICOS.

Los contaminantes del aire penetran en el cuerpo principalmente por los
pulmones. Donde algunos son absorbidos por la sangre, otros se eliminan por los

pulmones y una fraccion queda contenida en el cuerpo.

3.2.1. Mecanismo de accion del ozono.

La principal forma de entrada del ozono es por medio de la via respiratoria
superior, pero se difunde facilmente causando dano en diferentes zonas del sistema

respiratorio por medio de los siguientes mecanismos:

= Causa respiracion superficial y rapida, tos, opresién en el pecho y sequedad de

faringe.

» Disminuye la distensibilidad pulmonar.

= |rrita los pulmones y puede causar la muerte por edema de estos 6rganos.

= Descama el epitelio de todas las vias ciliadas.

* Produce cambios degenerativos en las células alveolares.

» Produce turgencia o rotura del endotelio capilar de los alvéolos.

= Causa engrosamiento de los bronquiolos respiratorios terminales.

= En altas concentraciones produce bronquitis, fibrosis y cambios enfisematosos
cronicos.

» Aumenta la sensibilidad a broncoconstrictores y alergenos.

= Inhibe los sistemas de limpieza y eliminacion de particulas.

El mecanismo bioquimico del ozono es debido principalmente a la formacion de
RL provenientes de la interaccion con grupos sulfhidrilo o por descomposicion oxidativa
de los acidos grasos no saturados. La ozonizacion de estos induce la lipoperoxidacion,
formando cyclooxigenasa que es un producto del acido araquidonico, el cual estimula
los neuroreceptores de las vias respiratorias superiores favoreciendo un decremento
agudo en la funcidn pulmonar. Al respecto el ozono es capaz de producir mutaciones en
el ADN mitocondrial y nuclear asociadas a enfermedades en la arteria coronaria,

formacion de tumores malignos y cancer.*'**
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3.2.2 Mecanismo de accion de particulas suspendidas.

Las particulas suspendidas totales (PST) penetran principalmente por los
pulmones donde una parte es absorbida en la sangre, otra es eliminada por los
pulmones y una fraccion queda retenida en el cuerpo, dependiendo del tamafo de

particula:

» Las particulas con un diametro mayor a 5 um se depositan en la porcién superior de
las vias respiratorias.

» Las de 1a5 um se decantan en los alvéolos.

» Las que se depositan en la porcion sin cilios de las vias nasales permanecen hasta
ser eliminadas al limpiarse la nariz o por medio del estornudo.

= La capa de moco transporta las particulas insolubles hasta la faringe donde son
destruidas y deglutidas hacia el tracto gastrointestinal.

» Las particulas solubles en el moco son transportadas a la faringe o absorbidas en el
epitelio y de ahi a la sangre.

» La tos y el estornudo desplazan el moco y las particulas hacia la glotis y
posteriormente son deglutidas.

» Las particulas de menos de 1 um quedan suspendidas en el aire inhalado y llegan a

los alvéolos donde son absorbidas.

Debido a este gran numero de formas de absorcidén, deposito y eliminacion de
particulas suspendidas, no es posible definir con exactitud los mecanismos de
absorcion y eliminacion de particulas pero al parecer intervienen tres principales

procesos:

» Eliminacién fisica: las particulas depositadas en la capa de liquidos de los alvéolos
son aspiradas en la “escala movil” mucociliar del arbol traqueobronquial.

» Fagocitosis: por mononucleares o macrofagos alveolares; en los cuales se produce
una gran cantidad de anién superéxido (O2™*) asi como acido hipocloroso (HCIO).

= Absorcion en sistema linfatico: en él las particulas pueden quedar atrapadas largo

tiempo.

13



Eduardo Gutiérrez Galicia

Al respecto se ha observado que la eliminacion de las particulas desde los
alvéolos es relativamente ineficiente. Solo el 20% se desecha en el primer dia después
de su depdsito, su eliminacién depende en gran medida de la disolucién y absorcion en
la sangre. Algunas particulas permanecen en los alvéolos por tiempo indefinido, al
proliferar las células que las fagocitan forman una placa alveolar o nédulo alveolar al

unirse a la red reticular. ***

En este sentido podemos observar que el gran numero de interacciones entre los
mecanismos de absorcidn y eliminacién de contaminantes propios del urbanismo son
capaces de generar una considerable cantidad de RL sin embargo los mecanismos de
accidon no han sido establecidos por completo, por lo que el siguiente esquema basado
en la evidencia cientifica propone una serie de eventos propiciados por la exposicion

crénica al ozono y PST (Figura 3.2.2). %

Ozono en pulmoén PST en pulmén
Agentes Metales de Particulas en
o Atransy macrofagos
Aductos de EROs Inflamamon
ADN
¢ Pademmnentos
de arteria C|tocmas

Mutaciones Lipoperoxidacion coronari\/

Higado —» Fibrinogeno

Iniciacion Placas / / ¢

Promocion ateromatosas V\ Proteina
Progresion C-reactiva Mayor Trombosis
¢ ¢ viscosidad
Ruptura I . A
Cancer Isquemia

Figura.3.2.2 Diagrama de eventos hipotéticos desencadenados por la exposicién a ozono y PST
Tomado de: Sorensen 2003*
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Como es posible observar en el esquema anterior las interacciones entre los
procesos bioquimicos y fisiolégicos derivados de la exposicion a contaminantes propios
del urbanismo poseen mecanismos muy variados, sin embargo también es posible
observar que en todos los casos existe un factor comun que es la intervencion de las
EROs.
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3.3 ENVEJECIMIENTO, RADICALES LIBRES Y URBANISMO
3.31 Envejecimiento

Por consenso internacional, se ha definido como adultos mayores a las personas
de 65 afnos o mas, lo cual se aplica a paises desarrollados; en cambio en aquellos en
los que la esperanza de vida se ve disminuida como es el caso de toda América latina y
en particular de México, donde se considera como adultos mayores a partir de los 60

afios.*® %0

Al respecto el envejecimiento es un proceso multifactorial complejo que involucra
mecanismos bioldgicos, psicoldgicos y sociales, de ahi que sea individualizado. Por tal
motivo, los humanos envejecen de manera distinta y la edad cronoldgica no siempre es

coincidente con la edad biolégica."

En busca de explicar la causa del envejecimiento se han propuesto diversas
teorias, entre las cuales encontramos a la de los radicales libres, propuesta por Denhan
Harman en 1956, esta propone que el envejecimiento es producto de la acumulacion de
dafio oxidativo a las biomoléculas (lipidos, proteinas, hidratos de carbono y ADN)
causado por los radicales libres generados en el metabolismo normal aerébico.’*>°

En este sentido y bajo el enfoque tedrico alostatico, definimos el envejecimiento
humano como un proceso gradual y adaptativo, caracterizado por una disminucion
relativa de la respuesta homeostatica debido a las modificaciones morfolégicas,
fisiologicas, bioquimicas y psicologicas, propiciadas por la carga o costo alostatico
(allostatic load) acumulado a lo largo de su historia, como consecuencia de la accion del

tiempo en un ambiente determinado.’

La alostasis es el proceso de adaptacion ante retos o desafios estresantes
(acumulacién crénica de radicales libres), donde el organismo responde de manera
activa con el fin de mantener la homeostasis, este mecanismo de respuesta adaptativa,
representa un costo bioldgico, por lo que, cuando ocurre de forma repetida, propicia una
carga alostatica (Allostatic load), haciendo menos eficiente el proceso de adaptacion y

favoreciendo la aparicion de padecimientos infecciosos y cronico-degenerativos.®™*
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3.3.2 Radicales libres y urbanismo

El termino “radical libre” se refiere a especies quimicas con un electron no
apareado en su orbita externa, que pueden considerarse fragmentos de moléculas,
siendo por lo general inestables y por tanto altamente reactivas por lo que tienden a
asociarse “aparearse” al electron mas cercano, lo que les confiere la capacidad de
oxidar y dafiar a las biomoléculas, causando dafo a nivel celular y tisular, con la

consiguiente alteracion de su funcion.>*>’

Existen tres vias por las que es posible la formacion de RL estas son:

» Por ruptura o fision homolitica de un enlace covalente en una molécula normal

donde cada fragmento retiene a uno de los electrones.

XeeY - Xe + Ye

=  Por transferencia de un electrén solitario a una molécula normal.

A+ e - Ae

= Por fision heterolitica en una molécula covalente, en la que uno de los atomos

retiene los dos electrones del enlace.

XeoY S5 X+ Y

En términos de energia cinética estas tres vias confieren gran inestabilidad al RL

formado, el cual busca compensar su energia por dos medios:

» Perdiendo el electron desapareado, en cuyo caso el radical resultante posee
potencial reductor.

= Ganando un electrén, obteniéndose un radical con potencial oxidante.
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La transformacién de una molécula primaria a RL, requiere de una energia de
activacion relativamente alta, sin embargo una vez formado inicia reacciones en cadena

alternas que representan un peligro para los sistemas vivos.® °%%

Las reacciones en las que intervienen los RL, pueden tener su origen a en
fuentes exogenas, como las radiaciones ionizantes, ultravioleta, la visible o térmica,
drogas antitumorales, algunos productos quimicos carcinogeénicos, pesticidas, también
diversos medicamentos inducen la liberacion de RL y por supuesto la contaminacién
ambiental. Pero también son generados en el interior de las células como producto de
sus actividades fisioldgicas normales como la respiracion, hipoxia y la respuesta inmune
entre otros. (Tabla. 3.3.2) 61

LUGAR REACCION

Reticulo Transporte de electrones dependiente del Citocromo P-450

endoplasmico Transporte de electrones dependiente del Citocromo b5

Mitocondria Transporte de electrones (cadena respiratoria: principales sitios, complejo NADH-CoQ

reductasa y formas reducidas de la coenzimaQ: O, + e — 0O3)
Lipoperoxidacion

Lisosomas Sistema de mieloperoxidasa

Membranas Lipoperoxidacion
Lipo-oxigenasa
Prostaglandina sintetasa
NADPH-oxidasa*

Peroxisomas Oxidasas
Flavoproteinas

Citoplasma Auto-oxidacion de la oxinemoglobina (Hemo-Fe** -0, — Hemo-Fe** 0~
Auto-oxidacion de moléculas pequefias: adrenalina, tidles, flavin mononucledtido (FMN),
flavin adenin dinucleétido (FAD), glucosa
Procesos de transferencia de electrones mediados por metales de transicion como el
hierro y el cobre, o por enzimas

*Oxida el NADP”, con la resultante reduccién del oxigeno para formar el radical superéxido, este mecanismo es
utilizado por los neutréfilos, monocitos, macréfagos y eosindfilos para eliminar bacterias, proceso durante el cual los
tejidos circundantes pueden verse también afectados.

Tabla 3.3.2. Sitios de la célula y reacciones quimicas a partir de las que se generan radicales libres a
partir de procesos fisiolégicos normales. Tomado de: Gonzalez 2000 64
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El oxigeno, es uno de los elementos mas abundantes dentro y fuera de nuestro
organismo ya sea en forma libre o formando parte de algunos compuestos, este posee
la tercera afinidad electrénica mas alta, por lo que su reduccién secuencial en cuatro
pasos es considerada como la principal fuente de especies reactivas de oxigeno
(EROs) (Fig. 3.3.2)"

02 +1e 02-0 +1e +2H H202 +1E OHO +OH- +1E +2H 2H20

Oxigeno Anién Peroxido Radical Agua
Superoxido de hidrégeno hidroxilo

Figura 3.3.2.1 Generacion de EROs por reduccion secuencial en cuatro pasos del oxigeno molecular.
Tomado de: Sanchez 2003’

Estas EROs derivadas de la reduccién del oxigeno representan la principal
fuente de dafio oxidativo a las biomoléculas, dado que poseen diversos niveles de
reactividad, la cual esta en funcién del sitio de su formacién. Al respecto se sabe que
algunas especies se ven mas frecuentemente involucradas con determinado tipo de

biomoléculas cuando se presentan las condiciones idéneas. (Tabla 3.3.2.1)%

RADICAL NOMBRE CARACTERISTICAS

0, Superdxido Altamente reactivo en medio hidrofébico, pero no puede atravesar
libremente las membranas bioldégicas, en presencia de la enzima
SOD, es transformado en peroxido de hidrogeno, es un importante
reductor de iones metdlicos de transicion y regula la actividad del

oxido nitrico.
H,0, Peréxido de No es un radical, es un agente oxidante muy reactivo, en los
hidrégeno fagosomas en presencia de iones metdlicos y la enzima

mieloperoxidasa genera rapidamente el RL hidroxilo.

OH® Hidroxilo Es considerado él mas reactivo ya que frecuentemente se encuentra
relacionado con el dafio oxidativo del ADN, lipidos y proteinas. Se
forma de la reduccion del peroxido de hidrogeno por medio de la
reaccion de Fenton.

'0, Oxigeno singulete Se forma como producto de la reaccion del glutatién reducido y el
radical superéxido y durante la lipoperoxidacion.

Tabla 3.3.2.1 EROs y sus principales caracteristicas. Tomado de: Gonzalez 2000 64
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Por otro lado, es importante sefialar que los radicales de oxigeno no son los
unicos radicales pero se consideran los principales por que son los que inician la
produccién de otros, entre ellos los radicales con centro de carbono (R*) que pueden

ser lipidos, aminoacidos, carbohidratos o proteinas. ®' ¢

Los lipidos se encuentran entre las biomoléculas mas susceptibles al ataque por
RL puesto que se encuentran conformando la membrana celular en forma de acidos
grasos poliinsaturados facilmente oxidables durante la lipoperoxidacion. Esta oxidacion
involucra principalmente al radical hidroxilo (OH®) inicia con la abstracciéon de un atomo
de hidrégeno de la cadena del acido graso poliinsaturado (acido araquidonico)
formando un radical de acido graso (L°) este suele sufrir un rearreglo molecular dando
origen a un dieno conjugado que al reaccionar con el oxigeno (O) forma el radical acido
graso peroxil (LOO®) capaz de extraer otro atomo de hidrégeno de otro acido graso
iniciando una reaccion en cadena que produce una mayor cantidad de RL causando un

gran dafio a las membranas celulares.(Figura. 3.3.2.2) %> %

R\/\/:\/:\/\/COOH OH- R\/\/:\/:\/\/COOH

Acido graso poliinsaturado 1 (RH) R-
R — COOH 0O, R — COOH
VWAL L0 N
|
o.
Radical peroxilo (ROO") Dieno conjugado
+

Acido graso poliinsaturado 2 (R'H)

VAVaRYAYAY; .
1
OH
Hidroper6xido (ROOH) R'

Figura 3.3.2.2 Reacciones de inicio y propagacion de la lipoperoxidacion.
Tomado de: Gutteridge 1995 ®°
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Las proteinas aunque en menor medida también son susceptibles al ataque por
RL, cuando estas son oxidadas sufren procesos de fragmentacion, agregacion,
desnaturalizacion y entrecruzamiento provocando una distorsién en las estructuras
secundaria y terciaria, haciéndolas mas susceptibles a la proteolisis y a la perdida de su
funcionalidad. Una de las reacciones mas frecuentes donde se pierde la funcionalidad
de las proteinas es el entrecruzamiento con la glucosa esta reaccion se lleva a cabo
entre un grupo aldehido (CHO) de la glucosa y un grupo amino (NH) de una proteina.
Al combinarse estas moléculas forman la denominada base de Schiff, que es muy
inestable y de manera espontanea forma un compuesto reversible conocido como
producto de Amadori este producto se deshidrata con el paso del tiempo dando lugar a
formas irreversibles conocidas como productos finales de glicosilacion avanzada
(AGEs). (Figura 3.3.2.3)%"

Grupo amino

primario
I I
NH, A I|\|IH+ B NH
i I
Proteina (l;H (|7H2
(CH,0H)4 c=0
|
+ CH,OH (CHOH),
Base de Schiff
[ Producto de Amadori
(CH,0H),
CH,OH H'?=O
Glucosa C=O

2
H— c OH
H— C OH
CHZOH

Otros productos
<1 g

Carboximetil lisina CML Pentosidina

Figura 3.3.2.3. Formacion de AGEs a partir de la glucosilacion no enzimatica de proteinas. (A)
formacion de la base de Shiff. (B) Reordenamiento de Amadori. Estos pueden dar origen a derivados
con estructura imidazélica ( C; pirrélica(D) y otras (iminas, furanos, piridinas, etc.)

Tomado de: Gonzalez 2000 °
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Al respecto el efecto de los RL sobre los carbohidratos, parece estar limitado a

las reacciones de glucosilacién con proteinas pues otros efectos son poco conocidos.®*

El material genético ADN no esta exento del ataque de los radicales libres ya que
en la mitocondria alrededor del 2 a 3% del oxigeno consumido por la célula es
transformado en iones superoxido y peroxido de hidrégeno lo que se traduce en 10,000
golpes oxidativos al ADN por dia. Lo que puede causar entrecruzamiento de proteinas-
ADN, intercambio de cromatidas hermanas, dafio a la estructura de desoxirribosa-

fosfato y oxidacion de las cuatro bases nitrogenadas. ©° 8%

Estas modificaciones oxidativas pueden producir mutaciones, mientras que al
oxidarse a desoxirribosa puede liberar bases y producir rompimiento de la cadena
sencilla del ADN (Figura 3.3.2.4) %6871

DNA

\"_. Base oxidada
mf

— g

Hebra rota

Figura 3.3.2.4 Daro oxidativo al ADN producido por RL

En este sentido se sabe que el ozono es una de las sustancias contaminantes
mas abundantes en zonas urbanas, el estar constituido por tres atomos de oxigeno le
confiere cierta inestabilidad, haciéndolo susceptible a sufrir reacciones de reduccion
secuenciales y mediante estas forma un gran numero de especies reactivas de oxigeno
(EROs) y RL. (Figura 3.3.2.5) 2
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0.,* SOD
2
O3 —» 0, H,0,
hv/ \ Fenton
'0, OH*
RO’ ROO’

v

Figura 3.3.2.5 Generacion secuencial de EROs y RL por reduccion del ozono. Tomado de: Nohl 1993 2

Cuando el O3 reacciona por fotélisis en presencia de didxido de nitrégeno da

origen a una especie reactiva de oxigeno considerada como RL altamente reactiva.

hv
NO, + —> NO + O

O + O, - O3

hv hv
0, N o, - 'o,

El oxigeno singulete ('0.) se forma cuando un electrén periférico de la estructura
del oxigeno se excita y cambia su posicion hacia un orbital arriba del que normalmente
ocupa presentando spines paralelos es decir apareados dando como resultado una
molécula altamente reactiva capaz de oxidar muchas otras incluyendo acidos grasos

poliinsaturados por medio de lipoperoxidacién.®® %% ©°

Las particulas suspendidas a diferencia del ozono generan radicales libres de
forma indirecta, el tipo de radicales que generan depende del origen quimico de las
particulas, cuando estas son de procedencia organica, al entrar al organismo activan la
respuesta inmune y por tanto la fagocitosis principalmente macrofagos y leucocitos

polimorfonucleares.>®
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Al activarse las células fagociticas estas sufren lo que se denomina “estallido
respiratorio” produciendo una gran cantidad de anién superéxido (O,*) asi como acido
hipocloroso (HCIO) y oxigeno singulete ('O,) en eosindfilos con el fin de destruir
microorganismos invasores, pero cuando este mecanismo es muy intenso y/o

prolongado se produce un dafio oxidativo secundario en las biomoléculas.®®

Las particulas suspendidas de tipo inorganico favorecer los procesos
inflamatorios que estimulan la respuesta inmune llevando a cabo el estallido respiratorio
produciendo dafio oxidativo en las biomoléculas, ademas algunos de estos metales, en
especifico los metales de transicion son capaces de catalizar la descomposicion del
peréxido de hidrégeno (H20-) con lo que produce el radical hidroxilo (OH®) al reaccionar

el H,O, con las sales ferrosas mediante la reaccién de “Fenton”.3® *°

HO, + Fe* —» OH' + OH + Fe*

Como podemos ver el efecto de los radicales provenientes del urbanismo no se
detiene en la vil molécula afectada, por el contrario lo hace extensivo a multiples sitios
celulares al desencadenar la generacion de nuevos radicales que a su vez hacen

extensivo el dafio hacia otras células. (Figura 3.3.2.6.)*°

ESPACIO
EXTRACELULAR cITOSOL
Fagocitos
Factor activador
Oz Qz Oz Oz —I- de transu::rlpu:u:un
Radicalez —»
Libres

TR —I-
'T H“ /' .ﬂ-.ct|\-'§||:||:|n dE
quinazas
Estrés Oz
oxdativo
ExdneEno Hzlz — P Oeddacian oe

tioredoxin

Reguacian
genética

NUCLEO

Figura 3.3.2.6. Representacion del mecanismo de dafio a biomoléculas en distintos niveles
celulares por RL. Tomado de: McCord 2000 *°

24



Eduardo Gutiérrez Galicia

3.4 DANO OXIDATIVO AL ADN Y RADICALES LIBRES

Aun cuando el ADN es un biopolimero relativamente simple, constituido por solo
cuatro diferentes bases nitrogenadas, el mantener su integridad es vital para la llevar a
cabo la division y supervivencia celular, puesto que esta molécula contiene la
informacion genética que codifica para la sintesis de proteinas. Las alteraciones
derivadas del efecto oxidante de los RL, producen cambios en la trascripcion y
transduccion del ADN aumentando el riesgo de acumular mutaciones de tipo maligno,
senescencia y muerte celular.”® ™7

En las células podemos encontrar dos tipos de ADN mitocondrial y nuclear. El
ADN mitocondrial es de gran importancia ya que cada célula posee miles de genomas
vulnerables al dafio oxidativo capaces sufrir deleciones durante el envejecimiento y de
mutar, provocando una acumulacién de 8-OHdG y otros residuos provenientes de la
reparacion de estas mutaciones, con el paso del tiempo esta acumulacién afecta el
genoma mitocondrial, presentandose como principal consecuencia un abastecimiento

inadecuado de energia.”® ”’

En contraste, el genoma nuclear al ser dafiado por los RL, es capaz de inducir
sindromes que aceleran el envejecimiento al modificar el metabolismo de los telémeros
debido a la desregulacién de los genes. Sin embargo no hay que perder de vista la
posibilidad de que al ocurrir mutaciones en el genoma mitocondrial, se realicen
mutaciones en la produccién de proteinas que favorezcan una ineficiencia en la cadena
respiratoria oxidativa de la misma, lo que puede resultar en un considerable aumento de

la produccion de EROs capaces de afectar tanto el ADN nuclear como mitocondrial.”®

78,79

En condiciones fisiolégicas normales el dafio se hace altamente extensivo ya que
se ha estimado que la alteraciéon de una de las bases puede modificar 130,000 bases
en el nucleo y en el caso del ADN mitocondrial la alteracion de una de las bases puede
modificar 8,000 bases, dando como resultado la posibilidad de que aparezca un

proceso canceroso con la edad.”
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Uno de los radicales que mas frecuentemente se ha visto involucrado en
reacciones con la molécula de ADN es radical hidroxilo ("OH) ya que su naturaleza
electrofilica le confiere alta reactividad. Este radical extrae atomos de hidrogeno de
manera eficiente, agregandose igual o mas rapido a dobles enlaces. También es capaz
de reaccionar con los grupos fosfato presentes en el ADN pero esta reaccion es mas

lenta y menos frecuente.®

Este dano oxidativo hacia la molécula del ADN ocurre por medio de cuatro
principales procesos endoégenos, que son reacciones de oxidacion, metilacion,

desaminacion y despurinizacidon que conllevan a la ruptura de hebras.”

Investigaciones anteriores, se han propuesto un sin numero de mecanismos,
mediante los que se dafia la molécula de ADN por accion de los RL. Estos mecanismos

se pueden dividir en dos grupos principales:

= Ataque a los azucares
» Ataque a las bases

El sitio donde se efectue el ataque, depende de la reactividad del radical

involucrado y del tipo de base (purica o pirimidica).®°

La desoxirribosa, que es el azucar del ADN, al oxidarse puede inducir el
rompimiento del enlace entre esta y el grupo fosfato del siguiente nucleétido,
mecanismo que propicia las rupturas de cadena sencilla, La reactividad del radical
hidroxilo hacia los diferentes atomos de hidrégeno de la desoxirribosa varia
considerablemente, siendo los carbonos 4’ y 5’ los principales sitios de ataque, ya que

en la molécula de ADN son los que quedan mas expuestos.?8?
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Algunas de estas reacciones resultan en la disrupcién de enlaces fosfodiester,
arriesgando asi la integridad de la cadena sencilla de ADN, al crear una muesca, la cual
puede presentarse en diferentes configuraciones y sitios. Si esta muesca no es

reparada de forma adecuada se produce un rompimiento de la cadena sencilla.®*

Aun cuando los rompimientos de cadena sencilla no son considerados como
lesiones letales o mutagénicas, dado que son reparados muy rapidamente, la
acumulacion de estas lesiones y la sobrexposicion a RL puede generar dafios

irreparables (figura 8).%°

La primera causa de ruptura de cadena doble del ADN, es a partir de rupturas
previas del ADN de cadena sencilla, por la creacion de cumulos de EROs en estos

sitios por el viaje de estas particulas desde diversos sitios del cuerpo.?®

La segunda causa se presenta, cuando una gran cantidad de RL atacan una
parte restringida de la molécula de ADN, efectuandose numerosos rompimientos de
cadena sencilla, que dada su cercania pueden provocar rompimientos en la cadena

doble propiciando un dafio de tipo permanente en el material genético.®

La tercera causa es por medio de la replicacion del ADN. Estas rupturas se
presentan cuando sucede un retraso de la cadena, durante la sintesis replicativa del
ADN. Las causas de este tipo de rupturas pueden ser fuentes tanto exégenas como
endogenas. Esta poderosa fuente de rupturas de cadena doble, solo surge cuando la
célula se encuentra en division o en la ultima etapa de la sintesis del ADN (Figura
3.4.1).%
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Especies reactivas de oxigeno

a b c

Dafio en cadena sencilla ruptura de cadena sencilla ruptura de cadena doble

. d

—>

Ruptura de cadena sencilla

Convertida en ruptura de e

Cadena doble por replicacion

Figura 8. Tipos de dafo oxidativo al ADN. Las especies reactivas de oxigeno pueden causar
diferentes tipos de dafo dependiendo del tipo de base y azlcar que ataquen en el ADN (a-c).
Algunos de los sitios dafiados pueden generar rupturas de cadena sencilla como en (d). Estas
rupturas pueden continuar presentes durante la replicacién y sintesis del ADN, en este punto
estas se convierten en rupturas de cadena doble (e). Las EROs suelen atacar el ADN
generando rupturas de cadena doble de forma directa(c). Tomado de: Karanjawala 2004 8

28



Eduardo Gutiérrez Galicia

3.5. URBANISMO, DANO OXIDATIVO AL ADN Y ENVEJECIMIENTO.

Los RL producidos de manera directa e indirecta por el urbanismo como el
proceso normal de envejecimiento genera un desbalance i6nico intracelular y en la
configuracion estérica de la cromatina mediante la formacion de puentes disulfuro y
enlaces ionicos entre las proteinas, este fendmeno favorece la disminucion en el grado
de condensacion de la cromatina, produciendo cambios en la expresion genética al

cambiar su configuracion espacial.®®

Aunado a esto se ha observado que durante el envejecimiento disminuye el
numero de receptores celulares, se forman proteinas anormales, hay alteraciones en la
regulacion de oncogenes y en los procesos de replicacién y traduccion; asi mismo
procesamiento del ARN se ve menguado produciendo un desgaste gradual del

genoma.?¢%8

Al respecto existe suficiente evidencia cientifica que muestra que la acumulacion
de dano oxidativo del ADN durante el envejecimiento aumenta él numero de enlaces
idnicos entre proteinas no histonas y grupos fosfatos del ADN, al igual que aumenta la
concentracion de productos de la degradacidn del mismo y sus precursores como
desoxiguanosina-malonaldehido y 8-hidroxiguanosina (8-OhdG) provenientes tanto del

ADN nuclear como mitocondrial.®®

También se han reportado una serie de alteraciones cromosomicas de linfocitos
humanos como isocromosomas, deleciones, cromosomas en anillo e intercambio
asimétrico. Estas alteraciones en el material genético han sido medidas mediante las
técnicas de aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas, indice

mitético, cinética del ciclo celular y la electroforesis celular alcalina.®*
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En este sentido, la electroforesis unicelular alcalina. (Ensayo cometa) es una
técnica confiable, con una alta sensibilidad, bajo costo y emplea un tamafio de muestra
muy pequefio de 5 a 10uL. Ademas de que permiten evaluar rompimientos de cadena
doble y sencilla asi como sitios sensibles al alcali. Asi mismo hace posible determinar la

frecuencia de dafio al ADN, la magnitud y el grado de dafio al mismo.*°

Utilizando la técnica de electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa) es
posible realizar la cinética de reparacién que es de gran utilidad para evaluar de forma
indirecta la eficiencia del sistema antioxidante, por medio de la velocidad de reparacion
del ADN al someter previamente los linfocitos al efecto oxidante del perdxido de

hidrégeno.®

Por su utilidad esta técnica ha sido empleada para evaluar el efecto de diversos
factores pro-oxidantes de tipo externo como radiacion UV, niveles de ozono,
contaminacion del agua e incluso se ha empleado para monitorear el suministro de
sustancias antioxidantes como la vitamina E y vitamina C, asi como la modificacion del
dafio oxidativo en algunos padecimientos crénico-degenerativos. En algunos estudios
se ha empleado como marcador de dafo oxidativo, en los cuales se ha detectado
estrés oxidativo en recién nacidos con peso bajo y también en desordenes

hematolégicos como en los casos de linfoma, leucemia y sindrome mielodisplasico.**

97, 98
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3.6 SISTEMA ANTIOXIDANTE Y REPARACION DEL ADN.

Las células poseen diversos mecanismos de proteccion, en los que por medio de
reacciones enzimaticas y no enzimaticas capturan, previenen la formacién de RL, inhibe
Su propagacion y repara el dafo producido por estos. Esta respuesta antioxidante, esta
dada por un sistema compuesto por tres mecanismos de defensa que el organismo ha

desarrollado para combatir el efecto de los radicales libres.®' 9191

El mecanismo de accidon de estas sustancias antioxidantes, se basa en el hecho
de que poseen electrones que son cedidos a la molécula oxidante, con la finalidad de
completar la falta de un electron en su orbital externo, transformando asi la molécula

oxidante en una molécula estable e inofensiva para la célula.®*

Para llegar a comprender como esta conformado el sistema antioxidante y como
actuan estos tres niveles de defensa, es preciso definir un antioxidante. Antioxidante es
‘toda aquella sustancia, la cual se encuentra presente en concentraciones bajas en
comparacion con los sustratos oxidables, que tendra como efecto el retardar o prevenir
significativamente la oxidacion de dichos sustratos”. Es decir son substancias que
emplea la célula para protegerse de la accién de los radicales libres, transformandolos

en productos menos téxicos o no toxicos. &'+ 102103

El sistema antioxidante es uno de los moduladores de la homeostasis
fundamental para el organismo y esta compuesto por tres mecanismos principales de

defensa que son:
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> Antioxidantes primarios.-neutralizan radicales libres o limitan su actividad dando

origen a moléculas menos dafinas y esta conformado por:

Superoxido dismutasa. (SOD)
Glutation peroxidasa y glutation reductasa. (GSH-Px)
Catalasa.

Proteinas de unién a metales: transferrina y ceruloplasmina. > ©3

> Antioxidantes secundarios.- capturan radicales libres con lo que evitan las

reacciones en cadena entre los que encontramos compuestos como:

B-carotenos (Vitamina A)
a-tocoferol (vitamina E)
Acido ascérbico (vitamina C)
Albumina

Glutation

Acido urico

Bilirrubina

Melatonina

Flavonoides 410410

> Antioxidantes terciarios.- degradan, reparan o remplazan las biomoléculas dafadas

formado por:

« Enzimas reparadoras de lipidos
» Enzimas reparadoras de proteinas
- Enzimas reparadoras de ADN.°
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La reparacion de la molécula del ADN es una de las mas importantes y
complejas esta es realizada por enzimas especificas para cada tipo de base dafada,

esta reparacion es realizada por tres principales grupos de enzimas que son:

» Exo y endonucleasas: Se encargan de eliminar los segmentos del ADN que han
sido dafiados.

« Ligasas: Unen los extremos de la cadena cuando ya ha sido corregido el dafio.

« Glicosilasas y polimerasas: Su funcion es rellenar los huecos dejados por las exo
y endonucleasas.

Estos tres grupos de enzimas conforman la llamada via de reparacién de
escision de bases. Esta via inicia la reparacion por medio de una N-ADN glicosilasa,
que rompe el enlace N-glicosilico entre la base dafiada y la desoxirribosa, formando asi
un sitio abasico (AP apurinico/apirimidimico), que al no ser informativo debe ser
eliminado, de esta manera, el esqueleto del ADN préximo al sitio AB es escindido por
una AP-endonucleasa, que rompe en el carbon 3’ del sitio AB y al mismo tiempo
remueve los fragmentos del azucar generados durante la ruptura de la hebra ya que
posee una actividad nucleolitica de 3’ y 5. A estas nucleasas que intervienen en la

reparacion del ADN también se les conoce como redoxiendonucleasas.'®

Como ultimo mecanismo de reparacién se realiza la unién de los fragmentos
reparados con el resto del esqueleto del ADN por medio de una AP-liasa. Otro grupo de
enzimas que desempefian un papel importante en la reparacion de los patrones de
metilacion del ADN es el de las ADN-metilasas, puesto que uno de los procesos que

produce dafio oxidativo es el de la desmetilacién.” "% 107

Sin embargo este sistema reparador no es perfecto y aun cuando resulta efectivo
en un 99% de las veces, el 1 % restante se acumula en el organismo confiriendo a las
células caracteristicas de haber envejecido y contribuyendo a la aparicion de procesos

crénico-degenerativos.
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3.1URBANISMO

El urbanismo es considerado por algunos investigadores como un factor de
riesgo de los padecimientos mas frecuentemente observados en los AM, debido a que
engloba un gran numero de factores pro-oxidantes, derivados del estilo de vida de cada

individuo.

El término urbano se refiere esencialmente a ciudades, pueblos y otras areas
densamente pobladas. La demarcacion de zonas urbanas es generalmente definida por
los paises como parte de sus procedimientos censales y se basa usualmente en el
tamano de las localidades o en funcién a criterios especiales, como densidad
poblacional o tipo de actividad econdémica de sus residentes. No existe una definicion
de area urbana internacionalmente consensuada y las definiciones operacionales
nacionales pueden variar de pais a pais. En México se clasifica como zona urbana, en
base al tamafio del nucleo, expresado en numero de habitantes, que debe oscilar entre
2.000 y 3.000 habitantes."®?’

La ciudad de México D.F. es considerada como zona urbana ya que presenta
niveles altos de contaminacion, especificamente niveles altos de ozono y particulas
suspendidas por lo que ha sido motivo de un gran numero de estudios relacionados con

el efecto de estos contaminantes sobre la salud.?'?*

3.1.1 Ozono

El ozono es una forma alotropica del oxigeno formada por 3 atomos de oxigeno,
es un gas de color azul palido y al licuarse forma un liquido azul oscuro. Quimicamente
es muy activo, es un oxidante muy fuerte por lo que se usa como germicida, diluido se
usa para esterilizar el agua, purificar el aire y llevar a cabo reacciones de oxidacién en
quimica organica. Se descompone rapidamente en oxigeno a temperaturas mayores a
100° C y a temperatura ambiente en presencia de catalizadores como el diéxido de
manganeso, MnO,. Tanto el oxigeno atémico (O;) como el ozono (O3) son muy
reactivos y al reaccionar con los hidrocarburos olefinicos producen aldehidos, cetonas y

alcoholes.?> %°
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El ozono atmosférico lo producen principalmente los motores eléctricos, los

relampagos y la radiacion ultravioleta solar con el oxigeno del aire.

Las reacciones quimicas de formacion y descomposicion del ozono son:

NO, + hv (radiacion solar) -------- > NO + O
O+ 0Oy - > O3
O3 + NO - > NO, + Oy
203 ————-- > 30,

En la Ciudad de México y otras zonas ampliamente pobladas como Guadalajara,
Monterrey con frecuencia se rebasan los limites de ozono tolerables para la salud. La
Comision Metropolitana para la Prevencion de la Contaminacién estima que esta

contaminacidon es producida en estas ciudades, principalmente por vehiculos,

autotransportes, industria y produccién de energia. (Tabla 3.1.) %’
FUENTE CONTRIBUCION %

Vehiculos 34.9

Autotransportes 41.7

Industria 20.0

Produccion de energia 4.0

Tabla 3.1. Porcentaje de las principales fuentes de ozono en ciudades altamente pobladas de México.
Tomado de: http://www.sma.df.gob.mx/sma/index.php®’

La inhalacion del ozono presente en el smog fotoquimico ocasiona tos, dificultad
para respirar, irritacion en la nariz y la garganta, aumenta las molestias y agrava las
enfermedades crénicas como el asma, bronquitis, enfisema (es incurable y reduce la

capacidad de los pulmones para transferir oxigeno a la sangre) y trastornos cardiacos.
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Los efectos sobre la salud, de la exposicion prolongada a una atmdsfera con
ozono, indican que los nifos, los ancianos y aquellas personas que tienen una salud
fragil, resienten rapidamente problemas respiratorios, ronquera, nauseas y congestion
pulmonar. Algunos estudios indican que el ozono tiene una influencia importante sobre
los globulos rojos, limitando el transporte de oxigeno a las células del organismo. No
obstante, quedan pendientes aun detalles importantes acerca de la forma en que el

ozono afecta la salud.? 2%

En Meéxico el criterio para evaluar la calidad del aire con respecto al "ozono”
establecido en la NOM-020-SSA1-1993 indica que:

= La concentracion de ozono, como contaminante atmosférico, debe ser menor o igual
a 0.110 ppm, promedio horario, para no ser rebasado una vez al afo, calculado como

se especifica en el numeral 4.3.1 de esta Norma.

= La concentracién del promedio de ocho horas de ozono, como contaminante
atmosférico, debe ser menor o igual a 0.080 ppm, tomado como el quinto maximo, en

un periodo de un ano, calculado como se especifica en el numeral 4.3.2 de esta Norma.

Es decir un promedio horario maximo de 216 ug/m> por hora (0.11 ppm)
Equivalentes a 100 puntos IMECA.% 3" 32

3.1.2. Particulas suspendidas

Las particulas suspendidas se clasifican de acuerdo a su tamano vy

suponiéndolas esféricas se clasifican en:

1) Inhalables (o particulas de materia inhalable, PMI), cuyo diametro es menor a 10
micras PMo.

2) Ordinarias (o particulas respirables, RPM), con diametro menor a 2.5 micras
PM,s.

3) Finas cuyo diametro es menor a 1.2 micras PM ».
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Las particulas emitidas directamente por fuentes contaminantes se denominan

primarias y son:

» Particulas entre 0.1 y 2.5 micras, provenientes de procesos naturales como
incendios forestales y procesos de combustion industrial.

» Particulas de materiales carbonosos incluyendo carbono elemental y compuestos
organicos.

» Particulas emitidas por los automotores, principalmente en forma de sulfatos y
oxidos de nitrogeno, carbono y azufre.

» Particulas con metales ligeros (sodio, magnesio, aluminio, silicio, potasio y calcio).

» Particulas con metales pesados (titanio, vanadio, cromo, manganeso, hierro, niquel,
cobre, zinc, plomo, cadmio, arsénico y selenio).

» Particulas grandes (polvo transportado por el viento).

» Particulas emitidas a partir de actividades industriales.

= Particulas de polen, microorganismos e insectos.

» Particulas eléctricamente cargadas, con diametros menores a 0.1 micras, formadas
por efecto de la radiacion solar y césmica, material radioactivo y procesos de

combustion.
Las fuentes de particulas son:

» |ncendios forestales o de pastizales.

= Emisiones antropogénicas, provenientes de la combustion de combustible, de
basura y de actividades industriales.

= Suspension del polvo por la accién del viento o vehiculos.

= Erupciones volcanicas.

» Fuentes extraterrestres que soélo afectan levemente las concentraciones en la capa
planetaria limite, pero contribuyen a las concentraciones de polvo- extraterrestre
encontradas arriba de los 30-40 km de altura.

= Emisiones de la sal del océano generadas por los rompimientos de las olas, la
accioén del viento en las crestas de las olas o burbujas de espuma rompiéndose en la

superficie del agua.
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Las particulas que se obtienen a partir de reacciones quimicas en la atmdsfera
se denominan secundarias. Los principales procesos de produccion de este tipo de

particulas son:

= | a transformacion de SO, en sulfatos.
= |a transformacion de NO, en nitratos.

» La transformacion de componentes organicos en particulas organicas.

En la atmdésfera urbana flota un sinnimero de particulas suspendidas (sales y
oxidos de metales pesados, sustancias organicas, etc.), procedentes principalmente de
procesos de combustion como: la actividad vehicular, procesos industriales de plantas
metalurgicas y fertilizantes, de almacenamiento y procesado de granos, fabricacion de
cemento; tolvaneras, o bien, de la formacion de nitratos y sulfatos proveniente de

aerosoles.>

Las particulas inhalables (o particulas de materia inhalable, PMI), cuyo diametro

es menor a 10 micras PMy,.

Producen irritacion en las vias respiratorias; su acumulacion en los pulmones
origina enfermedades como la silicosis y la asbestosis. Agravan el asma y las

enfermedades cardiovasculares.

En México el criterio para evaluar la calidad del aire con respecto a particulas
suspendidas totales establecido en la NOM-024-SSA1-1993 indica que:

Las particulas suspendidas totales (PST) como contaminante atmosférico, no
deben rebasar el limite maximo permisible de 260 ug/m3, en 24 horas, en un periodo de
un afo y 75 pg/m3 en una media geométrica anual, para proteccién a la salud de la

poblacion susceptible.®
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Al respecto el criterio para evaluar la calidad del aire establece una
concentracion maxima de PM1o de 150 pg/m? en un promedio de 24 horas, equivalentes
a 100 puntos IMECA.>*

Las particulas finas (o particulas respirables, RPM), cuyo diametro es menor a

2.5 micras PMs.

Por ser tan diminutas, las PMz s pueden ingresar y depositarse en las partes del
sistema respiratorio mas internas, causando serios dafos. Estudios recientes en
diferentes ciudades del mundo muestran una asociacion directa entre el aumento de las
concentraciones de PM,s y el decremento de la funcion pulmonar, el incremento de
visitas a salas de hospitales, agravamiento de afecciones pulmonares vy
cardiovasculares preexistentes, y la muerte prematura en personas que padecen esas

afecciones.®®

La Secretaria de Salud Federal contempla la entrada en vigor de una norma
ambiental para proteger la salud de la poblacion por exposicion a PM,s. Su aplicaciéon
sera de caracter nacional. Esta norma tiene concordancia con la norma equivalente en

vigor en los EUA. Los valores propuestos de la NOM son:

65 pg/m?®, promedio de 24 horas 15 ug/m?, promedio anual.

Hg/m® = microgramos por metro cubico de aire muestreado

Al respecto se ha observado que las particulas suspendidas, principalmente las
de plomo, causan anemia, lesion en los rifiones y en el sistema nervioso central. De
igual manera se ha demostrado que la inhalacion de productos de la combustion de
hidrocarburos esta asociado a procesos inflamatorios ademas de aumentar la
produccion de anticuerpos alergenicos, en este sentido recientemente se ha detectado
un aumento en los niveles de lipopolisacaridos derivados de las paredes de bacterias

Gram negativas que al ser inhalados representan un factor de riesgo para el asma. >*
37,38
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Aunado a esto encontramos entre los compuestos inorganicos que conforman las
particulas suspendidas como metales pesados derivados de las industrias y vehiculos,
como el plomo, niquel, hierro y vanadio frecuentemente asociados con procesos

inflamatorios y cancer.*

Al respecto la OMS en el ano 2002 sefialo que la contaminacién ambiental fue
causante de 0.8 millones de muertes en el mundo lo que representa el 1.4% del total de
fallecimientos, atribuyéndole también el 5% del cancer de traquea, bronquios y

pulmones.*

Sin embargo se desconocen a ciencia cierta las repercusiones biolégicas de
dicha exposicidon ya que en su mayoria las investigaciones realizadas se enfocan en
estudiar el factor de riesgo que este representa sobre padecimientos como los de
cancer, enfermedades cardiovasculares y de vias respiratorias. Por ser estos los mas

asociados al aumento en la morbi-mortalidad.
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3.2 MECANISMO DE ACCION DE CONTAMINANTES ATMOSFERICOS.

Los contaminantes del aire penetran en el cuerpo principalmente por los
pulmones. Donde algunos son absorbidos por la sangre, otros se eliminan por los

pulmones y una fraccion queda contenida en el cuerpo.

3.2.1. Mecanismo de accion del ozono.

La principal forma de entrada del ozono es por medio de la via respiratoria
superior, pero se difunde facilmente causando dano en diferentes zonas del sistema

respiratorio por medio de los siguientes mecanismos:

= Causa respiracion superficial y rapida, tos, opresién en el pecho y sequedad de

faringe.

» Disminuye la distensibilidad pulmonar.

= |rrita los pulmones y puede causar la muerte por edema de estos 6rganos.

= Descama el epitelio de todas las vias ciliadas.

* Produce cambios degenerativos en las células alveolares.

» Produce turgencia o rotura del endotelio capilar de los alvéolos.

= Causa engrosamiento de los bronquiolos respiratorios terminales.

= En altas concentraciones produce bronquitis, fibrosis y cambios enfisematosos
cronicos.

» Aumenta la sensibilidad a broncoconstrictores y alergenos.

= Inhibe los sistemas de limpieza y eliminacion de particulas.

El mecanismo bioquimico del ozono es debido principalmente a la formacion de
RL provenientes de la interaccion con grupos sulfhidrilo o por descomposicion oxidativa
de los acidos grasos no saturados. La ozonizacion de estos induce la lipoperoxidacion,
formando cyclooxigenasa que es un producto del acido araquidonico, el cual estimula
los neuroreceptores de las vias respiratorias superiores favoreciendo un decremento
agudo en la funcidn pulmonar. Al respecto el ozono es capaz de producir mutaciones en
el ADN mitocondrial y nuclear asociadas a enfermedades en la arteria coronaria,

formacion de tumores malignos y cancer.*'**
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3.2.2 Mecanismo de accion de particulas suspendidas.

Las particulas suspendidas totales (PST) penetran principalmente por los
pulmones donde una parte es absorbida en la sangre, otra es eliminada por los
pulmones y una fraccion queda retenida en el cuerpo, dependiendo del tamafo de

particula:

» Las particulas con un diametro mayor a 5 um se depositan en la porcién superior de
las vias respiratorias.

» Las de 1a5 um se decantan en los alvéolos.

» Las que se depositan en la porcion sin cilios de las vias nasales permanecen hasta
ser eliminadas al limpiarse la nariz o por medio del estornudo.

= La capa de moco transporta las particulas insolubles hasta la faringe donde son
destruidas y deglutidas hacia el tracto gastrointestinal.

» Las particulas solubles en el moco son transportadas a la faringe o absorbidas en el
epitelio y de ahi a la sangre.

» La tos y el estornudo desplazan el moco y las particulas hacia la glotis y
posteriormente son deglutidas.

» Las particulas de menos de 1 um quedan suspendidas en el aire inhalado y llegan a

los alvéolos donde son absorbidas.

Debido a este gran numero de formas de absorcidén, deposito y eliminacion de
particulas suspendidas, no es posible definir con exactitud los mecanismos de
absorcion y eliminacion de particulas pero al parecer intervienen tres principales

procesos:

» Eliminacién fisica: las particulas depositadas en la capa de liquidos de los alvéolos
son aspiradas en la “escala movil” mucociliar del arbol traqueobronquial.

» Fagocitosis: por mononucleares o macrofagos alveolares; en los cuales se produce
una gran cantidad de anién superéxido (O2™*) asi como acido hipocloroso (HCIO).

= Absorcion en sistema linfatico: en él las particulas pueden quedar atrapadas largo

tiempo.

13
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Al respecto se ha observado que la eliminacion de las particulas desde los
alvéolos es relativamente ineficiente. Solo el 20% se desecha en el primer dia después
de su depdsito, su eliminacién depende en gran medida de la disolucién y absorcion en
la sangre. Algunas particulas permanecen en los alvéolos por tiempo indefinido, al
proliferar las células que las fagocitan forman una placa alveolar o nédulo alveolar al

unirse a la red reticular. ***

En este sentido podemos observar que el gran numero de interacciones entre los
mecanismos de absorcidn y eliminacién de contaminantes propios del urbanismo son
capaces de generar una considerable cantidad de RL sin embargo los mecanismos de
accidon no han sido establecidos por completo, por lo que el siguiente esquema basado
en la evidencia cientifica propone una serie de eventos propiciados por la exposicion

crénica al ozono y PST (Figura 3.2.2). %

Ozono en pulmoén PST en pulmén
Agentes Metales de Particulas en
o Atransy macrofagos
Aductos de EROs Inflamamon
ADN
¢ Pademmnentos
de arteria C|tocmas

Mutaciones Lipoperoxidacion coronari\/

Higado —» Fibrinogeno

Iniciacion Placas / / ¢

Promocion ateromatosas V\ Proteina
Progresion C-reactiva Mayor Trombosis
¢ ¢ viscosidad
Ruptura I . A
Cancer Isquemia

Figura.3.2.2 Diagrama de eventos hipotéticos desencadenados por la exposicién a ozono y PST
Tomado de: Sorensen 2003*
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Como es posible observar en el esquema anterior las interacciones entre los
procesos bioquimicos y fisiolégicos derivados de la exposicion a contaminantes propios
del urbanismo poseen mecanismos muy variados, sin embargo también es posible
observar que en todos los casos existe un factor comun que es la intervencion de las
EROs.
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3.3 ENVEJECIMIENTO, RADICALES LIBRES Y URBANISMO
3.31 Envejecimiento

Por consenso internacional, se ha definido como adultos mayores a las personas
de 65 afnos o mas, lo cual se aplica a paises desarrollados; en cambio en aquellos en
los que la esperanza de vida se ve disminuida como es el caso de toda América latina y
en particular de México, donde se considera como adultos mayores a partir de los 60

afios.*® %0

Al respecto el envejecimiento es un proceso multifactorial complejo que involucra
mecanismos bioldgicos, psicoldgicos y sociales, de ahi que sea individualizado. Por tal
motivo, los humanos envejecen de manera distinta y la edad cronoldgica no siempre es

coincidente con la edad biolégica."

En busca de explicar la causa del envejecimiento se han propuesto diversas
teorias, entre las cuales encontramos a la de los radicales libres, propuesta por Denhan
Harman en 1956, esta propone que el envejecimiento es producto de la acumulacion de
dafio oxidativo a las biomoléculas (lipidos, proteinas, hidratos de carbono y ADN)
causado por los radicales libres generados en el metabolismo normal aerébico.’*>°

En este sentido y bajo el enfoque tedrico alostatico, definimos el envejecimiento
humano como un proceso gradual y adaptativo, caracterizado por una disminucion
relativa de la respuesta homeostatica debido a las modificaciones morfolégicas,
fisiologicas, bioquimicas y psicologicas, propiciadas por la carga o costo alostatico
(allostatic load) acumulado a lo largo de su historia, como consecuencia de la accion del

tiempo en un ambiente determinado.’

La alostasis es el proceso de adaptacion ante retos o desafios estresantes
(acumulacién crénica de radicales libres), donde el organismo responde de manera
activa con el fin de mantener la homeostasis, este mecanismo de respuesta adaptativa,
representa un costo bioldgico, por lo que, cuando ocurre de forma repetida, propicia una
carga alostatica (Allostatic load), haciendo menos eficiente el proceso de adaptacion y

favoreciendo la aparicion de padecimientos infecciosos y cronico-degenerativos.®™*
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3.3.2 Radicales libres y urbanismo

El termino “radical libre” se refiere a especies quimicas con un electron no
apareado en su orbita externa, que pueden considerarse fragmentos de moléculas,
siendo por lo general inestables y por tanto altamente reactivas por lo que tienden a
asociarse “aparearse” al electron mas cercano, lo que les confiere la capacidad de
oxidar y dafiar a las biomoléculas, causando dafo a nivel celular y tisular, con la

consiguiente alteracion de su funcion.>*>’

Existen tres vias por las que es posible la formacion de RL estas son:

» Por ruptura o fision homolitica de un enlace covalente en una molécula normal

donde cada fragmento retiene a uno de los electrones.

XeeY - Xe + Ye

=  Por transferencia de un electrén solitario a una molécula normal.

A+ e - Ae

= Por fision heterolitica en una molécula covalente, en la que uno de los atomos

retiene los dos electrones del enlace.

XeoY S5 X+ Y

En términos de energia cinética estas tres vias confieren gran inestabilidad al RL

formado, el cual busca compensar su energia por dos medios:

» Perdiendo el electron desapareado, en cuyo caso el radical resultante posee
potencial reductor.

= Ganando un electrén, obteniéndose un radical con potencial oxidante.
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La transformacién de una molécula primaria a RL, requiere de una energia de
activacion relativamente alta, sin embargo una vez formado inicia reacciones en cadena

alternas que representan un peligro para los sistemas vivos.® °%%

Las reacciones en las que intervienen los RL, pueden tener su origen a en
fuentes exogenas, como las radiaciones ionizantes, ultravioleta, la visible o térmica,
drogas antitumorales, algunos productos quimicos carcinogeénicos, pesticidas, también
diversos medicamentos inducen la liberacion de RL y por supuesto la contaminacién
ambiental. Pero también son generados en el interior de las células como producto de
sus actividades fisioldgicas normales como la respiracion, hipoxia y la respuesta inmune
entre otros. (Tabla. 3.3.2) 61

LUGAR REACCION

Reticulo Transporte de electrones dependiente del Citocromo P-450

endoplasmico Transporte de electrones dependiente del Citocromo b5

Mitocondria Transporte de electrones (cadena respiratoria: principales sitios, complejo NADH-CoQ

reductasa y formas reducidas de la coenzimaQ: O, + e — 0O3)
Lipoperoxidacion

Lisosomas Sistema de mieloperoxidasa

Membranas Lipoperoxidacion
Lipo-oxigenasa
Prostaglandina sintetasa
NADPH-oxidasa*

Peroxisomas Oxidasas
Flavoproteinas

Citoplasma Auto-oxidacion de la oxinemoglobina (Hemo-Fe** -0, — Hemo-Fe** 0~
Auto-oxidacion de moléculas pequefias: adrenalina, tidles, flavin mononucledtido (FMN),
flavin adenin dinucleétido (FAD), glucosa
Procesos de transferencia de electrones mediados por metales de transicion como el
hierro y el cobre, o por enzimas

*Oxida el NADP”, con la resultante reduccién del oxigeno para formar el radical superéxido, este mecanismo es
utilizado por los neutréfilos, monocitos, macréfagos y eosindfilos para eliminar bacterias, proceso durante el cual los
tejidos circundantes pueden verse también afectados.

Tabla 3.3.2. Sitios de la célula y reacciones quimicas a partir de las que se generan radicales libres a
partir de procesos fisiolégicos normales. Tomado de: Gonzalez 2000 64
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El oxigeno, es uno de los elementos mas abundantes dentro y fuera de nuestro
organismo ya sea en forma libre o formando parte de algunos compuestos, este posee
la tercera afinidad electrénica mas alta, por lo que su reduccién secuencial en cuatro
pasos es considerada como la principal fuente de especies reactivas de oxigeno
(EROs) (Fig. 3.3.2)"

02 +1e 02-0 +1e +2H H202 +1E OHO +OH- +1E +2H 2H20

Oxigeno Anién Peroxido Radical Agua
Superoxido de hidrégeno hidroxilo

Figura 3.3.2.1 Generacion de EROs por reduccion secuencial en cuatro pasos del oxigeno molecular.
Tomado de: Sanchez 2003’

Estas EROs derivadas de la reduccién del oxigeno representan la principal
fuente de dafio oxidativo a las biomoléculas, dado que poseen diversos niveles de
reactividad, la cual esta en funcién del sitio de su formacién. Al respecto se sabe que
algunas especies se ven mas frecuentemente involucradas con determinado tipo de

biomoléculas cuando se presentan las condiciones idéneas. (Tabla 3.3.2.1)%

RADICAL NOMBRE CARACTERISTICAS

0, Superdxido Altamente reactivo en medio hidrofébico, pero no puede atravesar
libremente las membranas bioldégicas, en presencia de la enzima
SOD, es transformado en peroxido de hidrogeno, es un importante
reductor de iones metdlicos de transicion y regula la actividad del

oxido nitrico.
H,0, Peréxido de No es un radical, es un agente oxidante muy reactivo, en los
hidrégeno fagosomas en presencia de iones metdlicos y la enzima

mieloperoxidasa genera rapidamente el RL hidroxilo.

OH® Hidroxilo Es considerado él mas reactivo ya que frecuentemente se encuentra
relacionado con el dafio oxidativo del ADN, lipidos y proteinas. Se
forma de la reduccion del peroxido de hidrogeno por medio de la
reaccion de Fenton.

'0, Oxigeno singulete Se forma como producto de la reaccion del glutatién reducido y el
radical superéxido y durante la lipoperoxidacion.

Tabla 3.3.2.1 EROs y sus principales caracteristicas. Tomado de: Gonzalez 2000 64
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Por otro lado, es importante sefialar que los radicales de oxigeno no son los
unicos radicales pero se consideran los principales por que son los que inician la
produccién de otros, entre ellos los radicales con centro de carbono (R*) que pueden

ser lipidos, aminoacidos, carbohidratos o proteinas. ®' ¢

Los lipidos se encuentran entre las biomoléculas mas susceptibles al ataque por
RL puesto que se encuentran conformando la membrana celular en forma de acidos
grasos poliinsaturados facilmente oxidables durante la lipoperoxidacion. Esta oxidacion
involucra principalmente al radical hidroxilo (OH®) inicia con la abstracciéon de un atomo
de hidrégeno de la cadena del acido graso poliinsaturado (acido araquidonico)
formando un radical de acido graso (L°) este suele sufrir un rearreglo molecular dando
origen a un dieno conjugado que al reaccionar con el oxigeno (O) forma el radical acido
graso peroxil (LOO®) capaz de extraer otro atomo de hidrégeno de otro acido graso
iniciando una reaccion en cadena que produce una mayor cantidad de RL causando un

gran dafio a las membranas celulares.(Figura. 3.3.2.2) %> %

R\/\/:\/:\/\/COOH OH- R\/\/:\/:\/\/COOH

Acido graso poliinsaturado 1 (RH) R-
R — COOH 0O, R — COOH
VWAL L0 N
|
o.
Radical peroxilo (ROO") Dieno conjugado
+

Acido graso poliinsaturado 2 (R'H)

VAVaRYAYAY; .
1
OH
Hidroper6xido (ROOH) R'

Figura 3.3.2.2 Reacciones de inicio y propagacion de la lipoperoxidacion.
Tomado de: Gutteridge 1995 ®°
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Las proteinas aunque en menor medida también son susceptibles al ataque por
RL, cuando estas son oxidadas sufren procesos de fragmentacion, agregacion,
desnaturalizacion y entrecruzamiento provocando una distorsién en las estructuras
secundaria y terciaria, haciéndolas mas susceptibles a la proteolisis y a la perdida de su
funcionalidad. Una de las reacciones mas frecuentes donde se pierde la funcionalidad
de las proteinas es el entrecruzamiento con la glucosa esta reaccion se lleva a cabo
entre un grupo aldehido (CHO) de la glucosa y un grupo amino (NH) de una proteina.
Al combinarse estas moléculas forman la denominada base de Schiff, que es muy
inestable y de manera espontanea forma un compuesto reversible conocido como
producto de Amadori este producto se deshidrata con el paso del tiempo dando lugar a
formas irreversibles conocidas como productos finales de glicosilacion avanzada
(AGEs). (Figura 3.3.2.3)%"

Grupo amino

primario
I I
NH, A I|\|IH+ B NH
i I
Proteina (l;H (|7H2
(CH,0H)4 c=0
|
+ CH,OH (CHOH),
Base de Schiff
[ Producto de Amadori
(CH,0H),
CH,OH H'?=O
Glucosa C=O

2
H— c OH
H— C OH
CHZOH

Otros productos
<1 g

Carboximetil lisina CML Pentosidina

Figura 3.3.2.3. Formacion de AGEs a partir de la glucosilacion no enzimatica de proteinas. (A)
formacion de la base de Shiff. (B) Reordenamiento de Amadori. Estos pueden dar origen a derivados
con estructura imidazélica ( C; pirrélica(D) y otras (iminas, furanos, piridinas, etc.)

Tomado de: Gonzalez 2000 °
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Al respecto el efecto de los RL sobre los carbohidratos, parece estar limitado a

las reacciones de glucosilacién con proteinas pues otros efectos son poco conocidos.®*

El material genético ADN no esta exento del ataque de los radicales libres ya que
en la mitocondria alrededor del 2 a 3% del oxigeno consumido por la célula es
transformado en iones superoxido y peroxido de hidrégeno lo que se traduce en 10,000
golpes oxidativos al ADN por dia. Lo que puede causar entrecruzamiento de proteinas-
ADN, intercambio de cromatidas hermanas, dafio a la estructura de desoxirribosa-

fosfato y oxidacion de las cuatro bases nitrogenadas. ©° 8%

Estas modificaciones oxidativas pueden producir mutaciones, mientras que al
oxidarse a desoxirribosa puede liberar bases y producir rompimiento de la cadena
sencilla del ADN (Figura 3.3.2.4) %6871

DNA

\"_. Base oxidada
mf

— g

Hebra rota

Figura 3.3.2.4 Daro oxidativo al ADN producido por RL

En este sentido se sabe que el ozono es una de las sustancias contaminantes
mas abundantes en zonas urbanas, el estar constituido por tres atomos de oxigeno le
confiere cierta inestabilidad, haciéndolo susceptible a sufrir reacciones de reduccion
secuenciales y mediante estas forma un gran numero de especies reactivas de oxigeno
(EROs) y RL. (Figura 3.3.2.5) 2
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0.,* SOD
2
O3 —» 0, H,0,
hv/ \ Fenton
'0, OH*
RO’ ROO’

v

Figura 3.3.2.5 Generacion secuencial de EROs y RL por reduccion del ozono. Tomado de: Nohl 1993 2

Cuando el O3 reacciona por fotélisis en presencia de didxido de nitrégeno da

origen a una especie reactiva de oxigeno considerada como RL altamente reactiva.

hv
NO, + —> NO + O

O + O, - O3

hv hv
0, N o, - 'o,

El oxigeno singulete ('0.) se forma cuando un electrén periférico de la estructura
del oxigeno se excita y cambia su posicion hacia un orbital arriba del que normalmente
ocupa presentando spines paralelos es decir apareados dando como resultado una
molécula altamente reactiva capaz de oxidar muchas otras incluyendo acidos grasos

poliinsaturados por medio de lipoperoxidacién.®® %% ©°

Las particulas suspendidas a diferencia del ozono generan radicales libres de
forma indirecta, el tipo de radicales que generan depende del origen quimico de las
particulas, cuando estas son de procedencia organica, al entrar al organismo activan la
respuesta inmune y por tanto la fagocitosis principalmente macrofagos y leucocitos

polimorfonucleares.>®
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Al activarse las células fagociticas estas sufren lo que se denomina “estallido
respiratorio” produciendo una gran cantidad de anién superéxido (O,*) asi como acido
hipocloroso (HCIO) y oxigeno singulete ('O,) en eosindfilos con el fin de destruir
microorganismos invasores, pero cuando este mecanismo es muy intenso y/o

prolongado se produce un dafio oxidativo secundario en las biomoléculas.®®

Las particulas suspendidas de tipo inorganico favorecer los procesos
inflamatorios que estimulan la respuesta inmune llevando a cabo el estallido respiratorio
produciendo dafio oxidativo en las biomoléculas, ademas algunos de estos metales, en
especifico los metales de transicion son capaces de catalizar la descomposicion del
peréxido de hidrégeno (H20-) con lo que produce el radical hidroxilo (OH®) al reaccionar

el H,O, con las sales ferrosas mediante la reaccién de “Fenton”.3® *°

HO, + Fe* —» OH' + OH + Fe*

Como podemos ver el efecto de los radicales provenientes del urbanismo no se
detiene en la vil molécula afectada, por el contrario lo hace extensivo a multiples sitios
celulares al desencadenar la generacion de nuevos radicales que a su vez hacen

extensivo el dafio hacia otras células. (Figura 3.3.2.6.)*°

ESPACIO
EXTRACELULAR cITOSOL
Fagocitos
Factor activador
Oz Qz Oz Oz —I- de transu::rlpu:u:un
Radicalez —»
Libres

TR —I-
'T H“ /' .ﬂ-.ct|\-'§||:||:|n dE
quinazas
Estrés Oz
oxdativo
ExdneEno Hzlz — P Oeddacian oe

tioredoxin

Reguacian
genética

NUCLEO

Figura 3.3.2.6. Representacion del mecanismo de dafio a biomoléculas en distintos niveles
celulares por RL. Tomado de: McCord 2000 *°
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3.4 DANO OXIDATIVO AL ADN Y RADICALES LIBRES

Aun cuando el ADN es un biopolimero relativamente simple, constituido por solo
cuatro diferentes bases nitrogenadas, el mantener su integridad es vital para la llevar a
cabo la division y supervivencia celular, puesto que esta molécula contiene la
informacion genética que codifica para la sintesis de proteinas. Las alteraciones
derivadas del efecto oxidante de los RL, producen cambios en la trascripcion y
transduccion del ADN aumentando el riesgo de acumular mutaciones de tipo maligno,
senescencia y muerte celular.”® ™7

En las células podemos encontrar dos tipos de ADN mitocondrial y nuclear. El
ADN mitocondrial es de gran importancia ya que cada célula posee miles de genomas
vulnerables al dafio oxidativo capaces sufrir deleciones durante el envejecimiento y de
mutar, provocando una acumulacién de 8-OHdG y otros residuos provenientes de la
reparacion de estas mutaciones, con el paso del tiempo esta acumulacién afecta el
genoma mitocondrial, presentandose como principal consecuencia un abastecimiento

inadecuado de energia.”® ”’

En contraste, el genoma nuclear al ser dafiado por los RL, es capaz de inducir
sindromes que aceleran el envejecimiento al modificar el metabolismo de los telémeros
debido a la desregulacién de los genes. Sin embargo no hay que perder de vista la
posibilidad de que al ocurrir mutaciones en el genoma mitocondrial, se realicen
mutaciones en la produccién de proteinas que favorezcan una ineficiencia en la cadena
respiratoria oxidativa de la misma, lo que puede resultar en un considerable aumento de

la produccion de EROs capaces de afectar tanto el ADN nuclear como mitocondrial.”®

78,79

En condiciones fisiolégicas normales el dafio se hace altamente extensivo ya que
se ha estimado que la alteraciéon de una de las bases puede modificar 130,000 bases
en el nucleo y en el caso del ADN mitocondrial la alteracion de una de las bases puede
modificar 8,000 bases, dando como resultado la posibilidad de que aparezca un

proceso canceroso con la edad.”
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Uno de los radicales que mas frecuentemente se ha visto involucrado en
reacciones con la molécula de ADN es radical hidroxilo ("OH) ya que su naturaleza
electrofilica le confiere alta reactividad. Este radical extrae atomos de hidrogeno de
manera eficiente, agregandose igual o mas rapido a dobles enlaces. También es capaz
de reaccionar con los grupos fosfato presentes en el ADN pero esta reaccion es mas

lenta y menos frecuente.®

Este dano oxidativo hacia la molécula del ADN ocurre por medio de cuatro
principales procesos endoégenos, que son reacciones de oxidacion, metilacion,

desaminacion y despurinizacidon que conllevan a la ruptura de hebras.”

Investigaciones anteriores, se han propuesto un sin numero de mecanismos,
mediante los que se dafia la molécula de ADN por accion de los RL. Estos mecanismos

se pueden dividir en dos grupos principales:

= Ataque a los azucares
» Ataque a las bases

El sitio donde se efectue el ataque, depende de la reactividad del radical

involucrado y del tipo de base (purica o pirimidica).®°

La desoxirribosa, que es el azucar del ADN, al oxidarse puede inducir el
rompimiento del enlace entre esta y el grupo fosfato del siguiente nucleétido,
mecanismo que propicia las rupturas de cadena sencilla, La reactividad del radical
hidroxilo hacia los diferentes atomos de hidrégeno de la desoxirribosa varia
considerablemente, siendo los carbonos 4’ y 5’ los principales sitios de ataque, ya que

en la molécula de ADN son los que quedan mas expuestos.?8?
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Algunas de estas reacciones resultan en la disrupcién de enlaces fosfodiester,
arriesgando asi la integridad de la cadena sencilla de ADN, al crear una muesca, la cual
puede presentarse en diferentes configuraciones y sitios. Si esta muesca no es

reparada de forma adecuada se produce un rompimiento de la cadena sencilla.®*

Aun cuando los rompimientos de cadena sencilla no son considerados como
lesiones letales o mutagénicas, dado que son reparados muy rapidamente, la
acumulacion de estas lesiones y la sobrexposicion a RL puede generar dafios

irreparables (figura 8).%°

La primera causa de ruptura de cadena doble del ADN, es a partir de rupturas
previas del ADN de cadena sencilla, por la creacion de cumulos de EROs en estos

sitios por el viaje de estas particulas desde diversos sitios del cuerpo.?®

La segunda causa se presenta, cuando una gran cantidad de RL atacan una
parte restringida de la molécula de ADN, efectuandose numerosos rompimientos de
cadena sencilla, que dada su cercania pueden provocar rompimientos en la cadena

doble propiciando un dafio de tipo permanente en el material genético.®

La tercera causa es por medio de la replicacion del ADN. Estas rupturas se
presentan cuando sucede un retraso de la cadena, durante la sintesis replicativa del
ADN. Las causas de este tipo de rupturas pueden ser fuentes tanto exégenas como
endogenas. Esta poderosa fuente de rupturas de cadena doble, solo surge cuando la
célula se encuentra en division o en la ultima etapa de la sintesis del ADN (Figura
3.4.1).%
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Especies reactivas de oxigeno

a b c

Dafio en cadena sencilla ruptura de cadena sencilla ruptura de cadena doble

. d

—>

Ruptura de cadena sencilla

Convertida en ruptura de e

Cadena doble por replicacion

Figura 8. Tipos de dafo oxidativo al ADN. Las especies reactivas de oxigeno pueden causar
diferentes tipos de dafo dependiendo del tipo de base y azlcar que ataquen en el ADN (a-c).
Algunos de los sitios dafiados pueden generar rupturas de cadena sencilla como en (d). Estas
rupturas pueden continuar presentes durante la replicacién y sintesis del ADN, en este punto
estas se convierten en rupturas de cadena doble (e). Las EROs suelen atacar el ADN
generando rupturas de cadena doble de forma directa(c). Tomado de: Karanjawala 2004 8
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3.5. URBANISMO, DANO OXIDATIVO AL ADN Y ENVEJECIMIENTO.

Los RL producidos de manera directa e indirecta por el urbanismo como el
proceso normal de envejecimiento genera un desbalance i6nico intracelular y en la
configuracion estérica de la cromatina mediante la formacion de puentes disulfuro y
enlaces ionicos entre las proteinas, este fendmeno favorece la disminucion en el grado
de condensacion de la cromatina, produciendo cambios en la expresion genética al

cambiar su configuracion espacial.®®

Aunado a esto se ha observado que durante el envejecimiento disminuye el
numero de receptores celulares, se forman proteinas anormales, hay alteraciones en la
regulacion de oncogenes y en los procesos de replicacién y traduccion; asi mismo
procesamiento del ARN se ve menguado produciendo un desgaste gradual del

genoma.?¢%8

Al respecto existe suficiente evidencia cientifica que muestra que la acumulacion
de dano oxidativo del ADN durante el envejecimiento aumenta él numero de enlaces
idnicos entre proteinas no histonas y grupos fosfatos del ADN, al igual que aumenta la
concentracion de productos de la degradacidn del mismo y sus precursores como
desoxiguanosina-malonaldehido y 8-hidroxiguanosina (8-OhdG) provenientes tanto del

ADN nuclear como mitocondrial.®®

También se han reportado una serie de alteraciones cromosomicas de linfocitos
humanos como isocromosomas, deleciones, cromosomas en anillo e intercambio
asimétrico. Estas alteraciones en el material genético han sido medidas mediante las
técnicas de aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas, indice

mitético, cinética del ciclo celular y la electroforesis celular alcalina.®*
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En este sentido, la electroforesis unicelular alcalina. (Ensayo cometa) es una
técnica confiable, con una alta sensibilidad, bajo costo y emplea un tamafio de muestra
muy pequefio de 5 a 10uL. Ademas de que permiten evaluar rompimientos de cadena
doble y sencilla asi como sitios sensibles al alcali. Asi mismo hace posible determinar la

frecuencia de dafio al ADN, la magnitud y el grado de dafio al mismo.*°

Utilizando la técnica de electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa) es
posible realizar la cinética de reparacién que es de gran utilidad para evaluar de forma
indirecta la eficiencia del sistema antioxidante, por medio de la velocidad de reparacion
del ADN al someter previamente los linfocitos al efecto oxidante del perdxido de

hidrégeno.®

Por su utilidad esta técnica ha sido empleada para evaluar el efecto de diversos
factores pro-oxidantes de tipo externo como radiacion UV, niveles de ozono,
contaminacion del agua e incluso se ha empleado para monitorear el suministro de
sustancias antioxidantes como la vitamina E y vitamina C, asi como la modificacion del
dafio oxidativo en algunos padecimientos crénico-degenerativos. En algunos estudios
se ha empleado como marcador de dafo oxidativo, en los cuales se ha detectado
estrés oxidativo en recién nacidos con peso bajo y también en desordenes

hematolégicos como en los casos de linfoma, leucemia y sindrome mielodisplasico.**

97, 98
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3.6 SISTEMA ANTIOXIDANTE Y REPARACION DEL ADN.

Las células poseen diversos mecanismos de proteccion, en los que por medio de
reacciones enzimaticas y no enzimaticas capturan, previenen la formacién de RL, inhibe
Su propagacion y repara el dafo producido por estos. Esta respuesta antioxidante, esta
dada por un sistema compuesto por tres mecanismos de defensa que el organismo ha

desarrollado para combatir el efecto de los radicales libres.®' 9191

El mecanismo de accidon de estas sustancias antioxidantes, se basa en el hecho
de que poseen electrones que son cedidos a la molécula oxidante, con la finalidad de
completar la falta de un electron en su orbital externo, transformando asi la molécula

oxidante en una molécula estable e inofensiva para la célula.®*

Para llegar a comprender como esta conformado el sistema antioxidante y como
actuan estos tres niveles de defensa, es preciso definir un antioxidante. Antioxidante es
‘toda aquella sustancia, la cual se encuentra presente en concentraciones bajas en
comparacion con los sustratos oxidables, que tendra como efecto el retardar o prevenir
significativamente la oxidacion de dichos sustratos”. Es decir son substancias que
emplea la célula para protegerse de la accién de los radicales libres, transformandolos

en productos menos téxicos o no toxicos. &'+ 102103

El sistema antioxidante es uno de los moduladores de la homeostasis
fundamental para el organismo y esta compuesto por tres mecanismos principales de

defensa que son:
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> Antioxidantes primarios.-neutralizan radicales libres o limitan su actividad dando

origen a moléculas menos dafinas y esta conformado por:

Superoxido dismutasa. (SOD)
Glutation peroxidasa y glutation reductasa. (GSH-Px)
Catalasa.

Proteinas de unién a metales: transferrina y ceruloplasmina. > ©3

> Antioxidantes secundarios.- capturan radicales libres con lo que evitan las

reacciones en cadena entre los que encontramos compuestos como:

B-carotenos (Vitamina A)
a-tocoferol (vitamina E)
Acido ascérbico (vitamina C)
Albumina

Glutation

Acido urico

Bilirrubina

Melatonina

Flavonoides 410410

> Antioxidantes terciarios.- degradan, reparan o remplazan las biomoléculas dafadas

formado por:

« Enzimas reparadoras de lipidos
» Enzimas reparadoras de proteinas
- Enzimas reparadoras de ADN.°
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La reparacion de la molécula del ADN es una de las mas importantes y
complejas esta es realizada por enzimas especificas para cada tipo de base dafada,

esta reparacion es realizada por tres principales grupos de enzimas que son:

» Exo y endonucleasas: Se encargan de eliminar los segmentos del ADN que han
sido dafiados.

« Ligasas: Unen los extremos de la cadena cuando ya ha sido corregido el dafio.

« Glicosilasas y polimerasas: Su funcion es rellenar los huecos dejados por las exo
y endonucleasas.

Estos tres grupos de enzimas conforman la llamada via de reparacién de
escision de bases. Esta via inicia la reparacion por medio de una N-ADN glicosilasa,
que rompe el enlace N-glicosilico entre la base dafiada y la desoxirribosa, formando asi
un sitio abasico (AP apurinico/apirimidimico), que al no ser informativo debe ser
eliminado, de esta manera, el esqueleto del ADN préximo al sitio AB es escindido por
una AP-endonucleasa, que rompe en el carbon 3’ del sitio AB y al mismo tiempo
remueve los fragmentos del azucar generados durante la ruptura de la hebra ya que
posee una actividad nucleolitica de 3’ y 5. A estas nucleasas que intervienen en la

reparacion del ADN también se les conoce como redoxiendonucleasas.'®

Como ultimo mecanismo de reparacién se realiza la unién de los fragmentos
reparados con el resto del esqueleto del ADN por medio de una AP-liasa. Otro grupo de
enzimas que desempefian un papel importante en la reparacion de los patrones de
metilacion del ADN es el de las ADN-metilasas, puesto que uno de los procesos que

produce dafio oxidativo es el de la desmetilacién.” "% 107

Sin embargo este sistema reparador no es perfecto y aun cuando resulta efectivo
en un 99% de las veces, el 1 % restante se acumula en el organismo confiriendo a las
células caracteristicas de haber envejecido y contribuyendo a la aparicion de procesos

crénico-degenerativos.
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4. PROBLEMA

La contaminacion ambiental y el estrés psicoldgico propiciado por el urbanismo
son causantes de un gran namero de alteraciones bioquimicas que afectan la integridad

celular, por la elevada produccion de RL que generan y su consecuente asociacion a
padecimientos cronico-degenerativos.

Al respecto la disminucion significativa en los niveles de antioxidantes séricos
asociados con el urbanismo, son factores determinantes para la presencia de cambios
fisiolégicos que propician la ineficiente capacidad de reparacion del ADN, En este
sentido, la técnica de electroforesis unicelular alcalina ha sido empleada en diversos
estudios que evaluan el dafio al ADN y su capacidad de reparacion, tanto en
poblaciones sanas como afectadas con padecimientos crénico-degenerativos. Sin
embargo en los estudios que relacionan el dafio al ADN en poblaciones de diferentes
zonas geograficas han reportado resultados inconsistentes y contradictorios, incluso
algunos de estos estudios reportan que la exposicion al aire contaminado no muestra
incrementos detectables de dafio al material genetico. Por lo anterior nos formulamos
las siguientes preguntas de nvestigacion:

¢Existen diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia, porcentaje,

magnitud y grado de dafio oxidativo al ADN en adultos mayores con residencia en el
area urbana, sub-urbana y rural?

(Cual es la diferencia en la cinética de reparaciébn del ADN de linfocitos

expuestos a dafio oxidativo de los adultos mayores de cada lugar de residencia?
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5. HIPOTESIS

Tomando en cuenta las evidencias cientificas que muestran la influencia del
lugar de residencia sobre el dafio oxidativo a la molécula de ADN en los adultos
mayores, suponemos que s¢& observara una frecuencia, magnitud y grado de dafio
oxidativo al ADN, significativamente mayor en los adultos mayores del area urbana, con
respecto a los del area sub-urbana y rural.

Considerando que el urbanismo propicia EOx crénico con dafio al ADN que
requiere mecanismos de reparacion frecuentes, suponemos que los adultos mayores

del area urbana tendran una capacidad de reparacion disminuida con respecto al la de
las otras dos areas.

9%
h
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6. OBJETIVOS.

6.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el dafio oxidativo al ADN en adultos mayores, mediante la técnica de
electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa) con respecto al lugar de residencia,

asl como el efecto de esta sobre la capacidad de reparacion en linfocitos expuestos a
peroxido de hidrogeno.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinar la frecuencia, la magnitud y el grado de dafio oxidativo al ADN en
adultos mayores residentes del 4rea urbana vs. Sub-urbana y rural.

Evaluar la capacidad de reparacién del ADN, al exponer los linfocitos de los

adultos mayores de cada lugar de residencia, al dafio oxidativo inducido por peroxido
de hidrégeno.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. POBLACION Y DISENO

Se realiz6 un estudio observacional, transversal y comparativo en una poblacion
de 112 adultos mayores, 31 del area rural de Actopan, Hidalgo, 35 del area sub-urbana

de Los Reyes, Estado de México y 46 del area urbana de la ciudad de México.
Los sujetos fueron seleccionados conforme a los siguientes criterios de inclusion:

Grupo 1 (adultos mayores del area urbana)
- Sujetos mayores de 60 afos.
- Residentes de la ciudad de México.
- Sin distincion de sexo.
» Negativos a la ingesta de antioxidantes exogenos.

- Clinicamente sanos desde el punto de vista gerontolégico

Grupo 2 (adultos mayores del area sub-urbana)
- Sujetos mayores de 60 afios.
- Residentes de Los Reyes, Estado de México.
» Sin distincion de sexo.
- Negativos a la ingesta de antioxidantes exogenos.

» Clinicamente sanos desde el punto de vista gerontologico

Grupo 3 (adultos mayores del area rural)
- Sujetos mayores de 60 afios.
« Residentes del municipio de Actopan, Hidalgo.
= Sin distincion de sexo.
- Negativos a la ingesta de antioxidantes exogenos.

» Clinicamente sanos desde el punto de vista gerontoldgico.
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7.2 VARIABLES
7.2.1 Independiente

»Lugar de residencia: conjunto de factores fisicos, guimicos, bioldgicos vy

psicoldgicos que determinan el ambiente donde puede vivir una determinada
poblacion.

Urbana: lugar o ciudad con un nimero de habitantes, entre 2.000 y 3.000
Sub-urbana: lugar aledafio a una zona urbana, con costumbres e
infraestructura parcialmente similar a la rural.

Rural: lugar con una amplia actividad agropecuaria,

7.2.2 Dependiente

»Dafo al ADN: Ruptura de cadena doble y/o sencilla del ADN de linfocitos.
Cantidad de ADN roto que forma la cola del cometa (estela).

Porcentaje de células con dafio.

- Grado de dafio al ADN se emplearon los criterios de Anderson (1994) y Ia
variable se reagrupo de la siguiente manera:

- Sin dafio < 5%

- Dario bajo 5-20% 9 <40%
- Dario medio 21-40%
- _QEo
Darfio alto 41-95% S 40%
- Dano total >96%
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Las siguientes fotografias ilustran los criterios de Anderson 1994,

La fotografia 7.2.2.1 muestra el nucleo de un linfocito normal es decir sin dafio o

con una estela menor al 5% del didmetro del nlcleo que en este caso es de 16um y no
presenta estela alguna.

Fotografia 7.2.2.1 Linfocito
sin dafio (célula normal)

La fotografia 7.2.2.2 muestra un linfocito con dafio bajo es decir la estela mide

entre 5 y 20% que tomando en cuenta el tamafio del ntcleo y la estela presenta una
longitud total de 20.5um

Fotografia 7.2.2.2 Linfocito
con dafio al ADN (dafio bajo)
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La fotografia 7.2.2.3 muestra un linfocito con dafio medio es decir la estela mide

entre 21y 40% que tomando en cuenta el tamario del nucleo y la estela presenta una
longitud total de 23.5um.

Fotografia 7.2.2.3 Linfocito
con dafio al ADN (dafio medio)

La fotografia 7.2.2.4 muestra un linfocito con dafio alto es decir la estela mide

entre 41 y 95% que tomando en cuenta el tamafio del ndcleo y la estela presenta una
longitud total de 32.7um.

Fotografia 7.2.2.4 Linfocito con
dario al ADN (dafio alto)
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La fotografia 7.2.2.5 muestra un linfocito con dafio total, es decir la estela mide

mas del 95% que tomando en cuenta el tamarfio del nucleo y la estela presenta una
longitud total de 65um.

Fotografia 7.2.2.5 Linfocito con dafio al
ADN (dafio total)

La fotografia 7.2.2.6 muestra otro tipo de dario total también conocido como nube
debido a que no es posible diferenciar un ntcleo puesto que todo el material genético
se encuentra fragmentado y disperso por lo que aun cuando el diametro que abarca en

la mayoria de los casos no es mayor de la longitud establecida para mas del 95% se
considera como dafio de méas del 95%.

Fotografia 7.2.2.6 Linfocito con
dafio total al ADN (Nube)
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Magnitud de dafio al ADN la variable se agrupo en dos categorias:
- De 1 -5 células con dafio al ADN

- De 6 a mas células con dafio al ADN

» Capacidad de reparacion de linfocitos: Cantidad de ADN roto que se repara al

minuto cero, treinta y sesenta después de haber inducido dafio con peroxido de
hidrogeno.

Porcentaje, grado y magnitud de dafio al ADN evaluados al minuto cero, treinta

y sesenta despues de haber inducido dafio con peroxido de hidrégeno acorde a
los criterios de Anderson (1994).

7.3 TECNICAS

Se tomaron muestras sanguineas por venopuncion en tubos de vacio sistema
Vacutainer, Se utilizé heparina como anticoagulante, las muestras se tomaron entre las

7amy las 9 AM con un ayuno previo de por lo menos 8 horas.

7.3.1 Daiio al ADN

La técnica de electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa se realizé acorde
a Singh (1988).

Se prepararon laminillas en portaobjetos esmerilados nuevos y limpios a los
cuales se les adicioné una capa de aproximadamente 120uL de agarosa regular (0.75%
disuelta en PBS libre de Ca™ y Mg*?) cuando la agarosa solidifica se marcan con un
lapiz duro. A continuacién 10ulL de cada muestra de sangre se mezcld con 75ul de
agarosa de bajo punto de fusién (0.5% disuelta en PBS libre de Ca* y Mg*?) y se
coloco sobre el portaobjetos preparado y marcado, una vez solidificada la mezcla se
agrego una tercera capa de 75uL de agarosa de bajo punto de fusion. Finalmente las
laminillas se sumergieron en solucion fresca de lisis fria (1% lauril sarcosianato de Na,

2.5M NaCl, 10mM Na, EDTA, 10Mm Tris-HCI pH 10, 1% tritén y 10% DMSO) y se

colocaron a 4°C por lo menos una hora.
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Posteriormente las laminillas se colocaron en una camara de electroforesis, la
cual contenia un amortiguador pH 13 (1mM Na, EDTA, 300mM NaOH) que cubria
totalmente las laminillas permitiendo que el ADN se desenrollara por 20 minutos,
después se ajustd la fuente de poder a 25 volts y 300 miliampers para efectuar la
electroforesis por 20 minutos (es importante sefialar que los pasos anteriores se
realizaron protegidos de la luz). Una vez apagada la fuente de poder se retird
cuidadosamente las laminillas de la camara de electroforesis y se lavaron tres veces
con amortiguador de neutralizacion (0.4 M Tris-HCI, pH 7.5) durante 5 minutos.

Posteriormente se sumergieron 5 minutos en MeOH para desecar.

Se escurrieron las laminillas del exceso de MeOH, una vez evaporado se
guardaron en cajas para portaobjetos en un lugar oscuro y fresco. Para su observacion

al microscopio de fluorescencia se tifieron con 50uL de bromuro de etidio 1x (1mL de

"Stock” 10x [1mg/10mL] con 9mL de H,0,) cubriendo cuidadosamente con un
cubreobijeto.

Las laminillas se observaron al microscopio de fluorescencia con un filtro de
excitacion de 515-560nm utilizando un aumento de 40x. Finalmente con un ocular

graduado y calibrado, se midi6 el didmetro del nicleo y la longitud de la estela del
cometa de 100 células.

7.3.2 Cinética de reparacion

Se prepararon laminillas en portaobjetos esmerilados nuevos y limpios de igual
forma que para la técnica de ensayo cometa. Se colocd una alicuota de 20uL de
sangre, 90ul. de medio de cultivo RPMI y L-glutamina y 90uL de solucion Stock (0.1mL
H202 y 0.9mL de medio de cultivo RPMI y L-glutamina). Se dejaron reposar las mezclas
durante 20 minutos en agua fria en oscuridad, pasado el tiempo se centrifugaron las

muestras a 3000rpm/3minutos y se desecho el sobrenadante.
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A las muestras de tiempo cero de inmediato se les agregaron 150pL de agarosa
de bajo punto de fusion (0.5% disuelta en PBS libre de Ca*? y Mg*?) y se colocé una
alicuota de 75pL de esta mezcla sobre el portaobjetos preparado y marcado, una vez
solidificada la mezcla se agregd una tercera capa de 75uL de agarosa de bajo punto de
fusion. Finalmente las laminillas se sumergieron en solucién fresca de lisis fria y se

colocaron a 4°C por o menos una hora.

A las muestras de los tiempos treinta y sesenta se les agregaron 200uL de medio

de cultivo RPMI y L-glutamina, se resuspendieron las muestras y se incubaron en bafio
metabolico a 37°C.

A cada tiempo concluido se centrifugaron las muestras a 3000rpm/3minutos, se
desechd el sobrenadante y se agregaron 150uL agarosa de bajo punto de fusion y se
coloco una alicuota de 75uL de esta mezcla sobre el portaobjetos preparado y
marcado, una vez solidificada la mezcla se agregd una tercera capa de 75ul de

agarosa de bajo punto de fusion.

Finalmente las laminillas se sumergieron en solucion fresca de lisis fria con las

mismas condiciones empleadas en la técnica de ensayo cometa.

Posteriormente las laminillas se sometieron a electroforesis, se realizaron los
lavados, desecado, almacenamiento, tincion, observacion y lectura bajo las mismas

condiciones empleadas en la técnica de ensayo cometa.

En ambas técnicas los resultados se analizaron analizando tomando en cuenta el

tamarno de las estelas de los cometas y el tamarfio de los nlcleos.
7.4 DISENO ESTADISTICO

Los datos fueron analizados a través de las pruebas 72, t de Student al 95%,
ANQOVA pos hoc Dunnett y asumiendo una significancia estadistica de p < 0.05, para tal

efecto se empled el paquete estadistico SPSS 11.0.
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8. RESULTADOS

8.1 DANO AL ADN EN ADULTOS MAYORES CON RELACION AL LUGAR DE
RESIDENCIA.

8.1.1 Frecuencia de dafno al ADN

El 76% de los adultos mayores del area urbana, 63% del area sub-urbana vy el
68% del area rural presentaron dafio al ADN (tabla 8.1.1.1).

8.1.2. Media de migracion del ADN.

Al comparar los promedios totales de migracién de las estelas del cometa,
considerando el nlcleo, de los tres grupos se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los AM del area rural 41.4+22 25um con respecto a los del area

urbana 30.5+13.22um y sub-urbana29.5+13.22um. (p<0.05) (Tabla 8.1.2.1).

8.1.3. Magnitud de células dafiadas.

De los 21 AM con dafio al ADN del area rural, el 64.5% presentaron de 1 a 5
celulas con dafio en comparacion con el 28.5% para el area sub-urbana y el 32.6% para
el area urbana. Para mas de 6 células con dafio, los del area rural mostraron un 3.3%,

para el area sub-urbana un 34.3% y un 30.43% para el area urbana (p<0.05) (Tabla
8.1.3.1).

8.1.4. Grado de daio al ADN.
En relacion con el grado de dafio al ADN, observamos que para mas de 40%, los

del area rural presentaron un 64.5% de dafio al ADN, en el area sub-urbana 54.3% y en

el area urbana 56.5% al relacionar rural con las otras dos (p<0.05) (Tabla 8.1.4.1).
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8.2 CINETICA DE REPARACION
8.2.1. Media de migracion en la cinética de reparacion por area

Al comparar los promedios de migracion en la cinética de reparacion del area
rural se observo diferencia estadisticamente significativa entre la media del tiempo cero

47.446.2, con respecto al tiempo sesenta 43.13+5.5 y entre el tiempo treinta 48.018.6,

con respecto al tiempo sesenta 43.13+5.5 (p<0.09)

Los promedios de migracién en la cinética de reparacion del area sub-urbana se
observo diferencia estadisticamente significativa entre la media del tiempo cero 45.716,
con respecto al tiempo treinta 41.8+4.2 y entre el tiempo cero 48.0+8.6, con respecto al

tiempo sesenta 40.0+6.4 (p<0.05)

En el area urbana se observo diferencia estadisticamente significativa entre la
media del tiempo cero 43.7+6.5, con respecto al tiempo treinta 42.2+4.0 y entre el

tiempo cero 43.7+6.5, con respecto al tiempo sesenta 40.0+5.8 (p<0.05) (Tabla 8.2.1.1).
8.2.2. Cinética de reparacion de ADN para el area rural

Se observé al tiempo cero que el porcentaje de células sin dafio era de 34.7%.
De las células dafiadas el 21.5% correspondia al dafio bajo, el 11.7% al dafio medio, el
8.0% a dafio alto y el 24% al dafio total.

En el tiempo treinta el porcentaje de células sin dafio aumentd en un porcentaje
minimo de 39.0%. De las células dafiadas se observd que el 19.0% correspondia al

dafio bajo y el 22% al dafio total, el dafio medio y alto no sufrieron cambios importantes.

Al tiempo sesenta el porcentaje de células sin dafio alcanzo el 79.3%. De las

células dafiadas se observéd que el 8.5% correspondia al dafio bajo y el 11.0% al dafio
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total, las células con dafio medio y alto casi desaparecen al presentar valores menores
al 1%.(Grafica 8.2.2.1)

8.2.3 Cinética de reparacién de ADN para el area sub-urbana.

Se observo al tiempo cero que el porcentaje de células sin dafio era de 25.0%.
De las células dafiadas el 29.0% correspondia al dafio bajo, el 11.5% al dafio medio, el
5.0% a dafio alto y el 29.5% al dafio total.

En el tiempo treinta el porcentaje de células sin dafio aumento
considerablemente hasta un 48%. De las células dafiadas el 20.7% correspondfa al

dafio bajo y el 21.0% al dafio total, el dafio medio y alto disminuyeron a 7.0% vy 3.4%.

Al tiempo sesenta el porcentaje de células sin dario alcanzd el 67%. De las
células dafiadas se observé que el 11.6% correspondia al dafio bajo y el 15.0% al dafio
total, el dafio medio y alto juntas no superaron el 7%.(Grafica 8.2.3.1)

8.2.4 Cinética de reparacién de ADN para el area urbana.

Se observé al tiempo cero el porcentaje de células sin dafio era de 39.0%. De las

células dafiadas el 17.1% correspondia al dafio bajo y el 31.6% al dafio total, el 8.0% al
dafio medio, el 4.4% a dafio alto.

En el tiempo treinta el porcentaje de células sin dafo aumentd
considerablemente hasta un 63.0%. De las células dafiadas el 12.5% correspondia al

dafio bajo y el 17.5% al dafio total, el dafio medio y alto disminuyeron a la mitad sus
porcentajes iniciales.

Al tiempo sesenta el porcentaje de células sin dafio alcanzé el 78.5%. De las

celulas dafadas el 8.5% correspondia al dario bajo y el 9.3% al dafio total, el dafio
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medio y alto disminuyeron a la mitad de los porcentajes del tiempo treinta. (Grafica
8.2.4.1)

Es importante resaltar que en Ia poblacién rural aun cuando el porcentaje de
células con dafio por individuo fue ampliamente mayor en la categoria de 1-5 células
se observd mayor nimero de células con dafio alto y total sin embargo estas células
con dafio total en su mayoria fueron cometas bien definidos y no nubes como en las
otras poblaciones motivo por el cual el valor medio de migracion presento un valor

superior y estadisticamente significativo con respecto a las otras poblaciones.
(Fotografia 8.2.1.1)

Fotografia 8.2.1.1 Muestra la distribucion caracteristica presentada en el &rea rural
donde podemos observar tres cometas con estelas particularmente largas caracteristicas
de esta poblacién los cometas marcados con las letras a y ¢ se encuentran en la
clasificacion de células con dafio alto mientras que el cometa marcado con la letra b en Ia

parte central posee una longitud que sobrepasa el 95% de dafio por lo que es clasificado
como dafo total.

En contraste tanto en el area urbana como sub-urbana observamos que el

porcentaje de células con dafio por individuo se distribuyo, casi de manera equitativa en
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las categorias de 1-5 células, de 6 a mas e incluso en células sin dano, aunado a esto
se observé mayor porcentaje de células con dafio alto, porcentaje seguido por células
sin dafio y por ultimo con dafio medio y bajo motivo por el cual el valor medio de
migracion de ambas poblaciones fue similar entre si y ademas fue menor de manera

estadisticamente significativa con respecto al area rural. (Fotografia 8.2.1.2)

Fotografia 8.2.1.2 Muestra la distribucion caracteristica presentada tanto en el area
urbana como sub-urbana donde podemos observar tres cometas con diferente longitud
de estelas el marcado con la letra d presenta una estela muy pequena por lo que se le
considera como una célula sin dafio, el cometa marcado con la letra e presenta una

estela de mayor longitud que pertenece la dafio bajo y con la letra f podemos observar
una célula con dario total,
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Tabla 8.1.1.1 FRECUENCIA DE DANO AL ADN CON RELACION AL LUGAR DE RESIDENCIA.

Adultos mayores con dafio al ADN
Lugar de residencia

Positivo(%) Negativo{%) Total {%)
Rural 21(68) 10(32) 31(100)
Sub-urbana 22(63) 13(37) 35(100)
Urbana 29(76) 17(24) 46{100}

x% al 95%
Rural vs. Urbana p=0.430
Rura! vs. Sub-urbana p=0.438
Urbana vs. Sub-urbana p= 0.580

el2lje9) za4da1nc) opienpy




Tabla 8.1.2.1 MEDIA DE MIGRACION DEL ADN CON RELACION AL LUGAR DE RESIDENCIA.

Lugar de residencia
Migracion (um)

Rural Sub-Urbana Urbana

Migracion total 41.4+22.25 29.5+13.22 30.5+13.22

ANOVA pos hoc Dunnett
Rural vs. Urbana p=0.009
Rural vs. Sub-Urbana p=0.007
Urbana vs. Sub-urbana p>0.05

eloljen zauenng opienpy
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Tabla 8.1.3.1 MAGNITUD DE CELULAS DANADAS CON RELACION AL LUGAR DE RESIDENCIA.

Lugar de residencia Magnitud de dafio al ADN (%)

Células sin dafio 1-5 células 6 y mas células Total
Rural 10(32.2) 20(64.5) 1(3.3) 31(100)
Sub-Urbana 13(37.2) 10(28.5) 12(34.3) 35(100)
Urbana 17(36.9) 15(32.6) 14(30.4) 46(100)
X? al 95%

*Rural vs. Urbana p=0.0009
*Rural vs. Sub-Urbana p=0.0004
Urbana vs. Sub-urbana p>0.05

BIDI|ES) Z91I9IINS) opaenpy
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Tabla 8.1.4.1 GRADO DE DANO AL ADN CON RELACION AL LUGAR DE RESIDENCIA.

Lugar de residencia Grado de dafo al ADN (%)
Sin dafo 5<40% > 40% Total
Rural 10(32.2) 1(3.2) 20(64.5)* 31(100}
Sub-Urbana 13(37.1) 3(8.6) 19(54.3) 35(100)
Urbana 17(37.0) 3(6.5) 26(56.5) 46(100)
X al 95%

*Rural vs. Urbana p=0.47
*Rural vs. Sub-Urbana p=0.030
Urbana vs. Sub-urbana p=0.031

BIOI|ES) ZALIdNNe oplenpg
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Tabla 8.2.1.1 PROMEDIOS DE MIGRACION EN LOS TIEMPOS CERO, TREINTA Y SESENTA DE LA
CINETICA DE REPARACION DEL ADN CON RELACION AL LUGAR DE RESIDENCIA.
Migracion (um) Lugar de residencia
Rural Sub-Urbana Urbana
Tiempo cero 47.446.2 45.7+6 43.7+6.5
Tiempo treinta 48.0+8.6 41.844 .2 42.2+4 .0
Tiempo sesenta 43.1345.5 40.016.4 40.045.8

ANOVA pos hoc Dunnett

Rural Cero vs. sesenta p=0.043
Treinta vs. sesenta p=0.017

Sub-urbana Cero vs. treinta p=0.012
Cero vs. sesenta p=0.0001

Urbana Cero vs. sesenta p=0.011
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Grafica 8.2.2.1 CINETICA DE REPARACION DE ADN PARA EL AREA RURAL.
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Grafica 8.2.3.1 CINETICA DE REPARACION DE ADN PARA EL AREA SUB-URBANA.
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Grafica 8.2.4.1 CINETICA DE REPARACION DE ADN PARA EL AREA URBANA
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9. DISCUSION

El urbanismo exige adaptaciones biologicas frecuentes dentro del organismo,
generando carga alostatica de ahi que se haya asociado a un gran nimero de
padecimientos que van desde ronquera, nauseas, congestion pulmonar, irritacion en las
vias respiratorias, gripe, influenza hasta padecimientos mas dafiinos como la silicosis,

asbestosis, procesos inflamatorios cronicos, el asma y diversos tipos de cancer (de
traquea, bronquios y pulmonar),?% 2. 29, 30.108-111

Asi mismo se ha observado que los contaminantes ambientales presentes
agravan enfermedades respiratorias y cardiovasculares ya que debilitan el sistema
inmunolégico, limitando el transporte de oxigeno al dafar los glébulos rojos e incluso se

ha observado que algunos compuestos que conforman las particulas suspendidas
aumentan la produccion de anticuerpos.?* 109

Por otro lado, durante el proceso normal de envejecimiento existe un aumento en
la acumulacion de RL al mismo tiempo que disminuye la respuesta de las enzimas
antioxidantes como la SOD y GPx, cuyas caracteristicas se ven alteradas por la
exposicion cronica de contaminantes lo cual se traduce como un envejecimiento
acelerado de las células. En este sentido, el EOx esta vinculado con la fisiopatologia de
padecimientos  cronico-degenerativos como  diabetes mellitus, cancer, artritis

reumatoide, hipertensién arterial, asi como la enfermedad de Alzheimer y el mal de
Parkinson. 18 112-114

Se ha demostrado que la evaluacion del dafio oxidativo al ADN y la capacidad de
reparacion conforman un buen marcador bioldgico del EOx y del sistema antioxidante
encargado de la reparacion de las biomoléculas, por lo que podrian ser considerados

como buenos indicadores de fragilidad en los adultos mayores, asi como para detectar
el dafio producido por contaminantes. 97116
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Al respecto se ha demostrado in vitro que la exposicion a factores contaminantes
(ozono, particulas suspendidas) aumenta el dafio al ADN en linfocitos siendo las EROs,
metales pesados y particulas organicas las principales fuentes de RL, no obstante los
resultados reportados en la literatura cientifica no son del todo consistentes, ya que se
ha sefialado que la exposicién a factores pro-oxidantes como el aire contaminado no
muestra un incremento detectable de dafio al material genético de las células
sanguineas y atribuyen este a otros factores que involucran el estilo de vida (Carere
2002),% lo cual no puede generalizarse ya que todas las areas urbanas presentan
distinto grado de contaminacion y tipo de contaminantes, incluso estudios realizados en
diferentes zonas dentro del area urbana muestran diferencias significativas en el grado
de dafio celular (Alfaro 2002; Mendoza 1999). 46117

En estudios realizados en poblaciones expuestas a niveles altos de ozono y
particulas suspendidas se ha observado un aumento en el nimero de aberraciones
cromosomicas, inducciéon de intercambio de cromatidas hermanas, acumulacion de
aductos de ADN y rompimientos de cadena doble y sencilla. Al igual que se han
propuesto diversos mecanismos de induccion de dafio al material genético por la
generacion directa e indirecta de RL al metabolizar los contaminantes. Sin embargo los
resultados son inconsistentes ya que algunas poblaciones muestran cierto grado de
adaptacion a estas sustancias contaminantes mientras otras presentan una elevada

sensibilidad confiriéndoles un alto grado mutagénico y cancerigeno.

El interés del presente trabajo se enfoca en conocer la influencia del lugar de
residencia, las caracteristicas citogenéticas en adultos mayores, como consecuencia de
la contaminacion ambiental propia de cada lugar y por lo tanto el EOx en cada grupo,
empleando como marcadores el dafio al ADN y su capacidad de reparacion con la
finalidad de aportar conocimientos nuevos que permitan generar estrategias

encaminadas a mejorar la calidad de vida de los individuos de los tres grupos de
estudio.
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9.1.DANO AL ADN.

9.1.1. Frecuencia de dafio al ADN con relacién al lugar de residencia.

La frecuencia de dafio al ADN observada en el presente estudio no muestra una
diferencia estadisticamente significativa (p>0.05). Sin embargo es posible observar una
tendencia de mayor porcentaje de dario al ADN en el 4rea urbana. Al respecto Calderon
2003,%% sefiala que la exposicion a la atmosfera contaminada de la ciudad de México
induce dafio al ADN por medio de fuptura de cadena sencilla en el epitelio nasal
ademas sefiala que el deterioro en el sistema respiratorio juega un papel importante en
algunas neuropatologias, sugiriendo que la enfermedad de Alzheimer puede ser una
secuela de la exposicion al aire contaminado como resultado de la inflamacion cronica

al igual que ocurre al presentarse esta enfermedad durante el envejecimiento normal.

9.1.2 Media de migracién del ADN con relacién al lugar de residencia.

Al comparar los promedios totales de migracioén de las estelas del cometa,
considerando el nucleo, se observé una mayor migracién en el &rea rural. En este
sentido, se ha observado que algunas poblaciones presentan un proceso de adaptacién
conocido como hormesis, por o que la exposicién a factores estresantes en bajas
concentraciones lo cual puede ir aminorando el dafio, propiciado por estos factores
(Masoro 2000; Neafsey 1999),°® lo cual concuerda con lo que ocurre en el proceso
normal de envejecimiento en residentes de zonas urbanas y sub-urbanas en especifico
de la ciudad de México, ya que el constante aumento en el numero de habitantes y de
contaminantes como el ozono y las particulas suspendidas incrementa
considerablemente en el numero de factores estresantes, por lo que probablemente las

estelas de los cometas son mas pequenas que las del area rural, debido a dicho
proceso.
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9.1.3. Magnitud y grado de dafo al ADN con relacién al lugar de residencia

Al analizar los resultados de |a magnitud y grado de dafio al ADN observamos
que los AM del area urbana y sub-urbana, los porcentajes se distribuyeron casi de
manera equitativa en las categorias de 1-5 células, de 6 a mas e incluso en células sin
dafio sin embargo un alto porcentaje de las células con dafio total presentadas en estas
dos areas es del tipo conocido como nubes donde el dafio es irreversible, en contraste
el area rural presenta un nimero de células dafiadas pequefio, pero el tamafo de las

estelas de los cometas es grande y casi no presentaron nubes lo que indica que este
dafio puede ser reparado.

Los resultados apoyan nuestra hipotesis respecto a que la exposicion crénica al
ambiente contaminado representa un factor de riesgo para el elevado grado de dafio al
ADN en un mayor ntimero de células por individuo. En este sentido, algunos autores
han demostrado que la exposicion al aire contaminado aumenta la concentracion de
proteinas y la expresion del mRNA y de IL-6 en células alveolares, presentando una
relacion dosis-efecto, cuyo proceso sugiere que la elevada contaminacion y la toxicidad
de esta producen gran dafio y lo hace extensivo a las demas células por efecto de los
radicales libres producidos durante el proceso inflamatorio con la consecuente

acumulacion de aductos derivados de Ia degradacion del ADN como la 8-OhdG (Bonner
1998 Sorensen 2003),%947

9.2. CINETICA DE REPARACION

9.2.1 Promedios de migraciéon en la cinética de reparacion del ADN con
relacién al lugar de residencia.

Al comparar los promedios totales de migracion en la cinética de reparacion se
observd que el area rural requirio de un periodo de adaptacion mayor después de
enfrentarlos al reto estresante que en el area sub-urbana, en la que se observé una
disminucion considerable en la media de Ia longitud de las estelas desde el tiempo
treinta, sin embargo al tiempo sesenta la media del area rural disminuyo de forma

estadisticamente significativa. En el area sub-urbana fue posible observar una
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reparacion gradual en los tiempos treinta y sesenta mostrando diferencia
estadisticamente significativa en cada caso. Mientras tanto el 4rea urbana no presentd

cambios significativos al comparar la media del tiempo cero al treinta como tampoco

entre la media del tiempo treinta al sesenta.

De tal forma que podemos decir que aun cuando el area rural presentd
dificultades para iniciar la reparacién del ADN, esta fue capaz de reparar
eficientemente con respecto a las areas sub-urbana y urbana, este periodo de
adaptacion presentado por el area rural muy posiblemente se deba a que las células de
estos adultos no se encuentran habituadas a recibir retos estresantes de esta magnitud,
en contraparte al drea urbana en donde no se observaron cambios significativos entre

los tiempos de la cinética de reparacion, tal vez debido al tipo de alimentacién y al
continuo estrés al que estan sometidos.

9.2.2. Cinética de reparacion de ADN para el area rural

Se observé que el area rural al tiempo cero el porcentaje de células sin dafio era
superior al presentado por cada tipo de dafio. De las células dafiadas se observéd que

estas se agruparon en los dos extremos de dafio en dafio bajo y en dario total.

En el tiempo treinta el porcentaje de células sin dafio aumentd muy poco, ya que
las células dafiadas no sufrieron cambios significativos en sus porcentajes y
continuaron con su agrupacion en dafio bajo y total.

Al tiempo sesenta, el porcentaje de células sin dafio aumenté considerablemente
disminuyendo proporcionalmente las células con dafio medio y alto. Estos resultados
concuerdan con las medias de migracion y ofrecen un panorama mas amplio de lo
ocurrido en la cinética de reparacion ya que podemos observar de manera clara que al
tiempo treinta el sistema de reparacion del ADN no fue capaz de reparar de manera
rapida, presentando valores de dafio bajo y total casi idénticos a los reportados en el

tiempo cero y ademas mostrando un incremento leve en las células con dafio medio lo
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que aumento el valor medio de las estelas de los cometas al tiempb treinta. Pese a esto

el sistema de reparacion fue mas eficiente en el tiempo sesenta.

9.2.3. Cinética de reparacion de ADN para el area sub-urbana.

Se observdo que el &area sub-urbana al tiempo cero presentd la misma
caracteristica del &rea rural de agrupar sus células con dafio en dafio bajo y total, sin

embargo en este caso el porcentaje de células sin dafio fue menor al de estos dos
grupos.

A diferencia del area rural en el tiempo treinta el porcentaje de células sin dafio
aumento considerablemente y se observé una disminucion en todos los niveles de dafio

(bajo, medio alto y total), pero persistiendo con la agrupacion de las células en dafio
bajo vy total.

Al tiempo sesenta el porcentaje de células sin dafio aumenté nuevamente de
manera considerable y una vez mas se observo una disminucion en todos los niveles
de dafio, con lo que podemos establecer que esta poblacion a diferencia del 4rea rural
inicialmente presento gran cantidad de células dafiadas que sobrepasaban por mucho a
las celulas sin dafio, pero ésta inicid de manera rapida y eficiente la reparacion del
ADN, la cual prosiguid hasta el tiempo sesenta, pero ademas esta poblacion nos
muestra una caracteristica en particular que es visible en la alta permanencia de células
con dafio total, es decir, el sistema reparador solo se encarga de las células reparables

si el dafio es muy grande opta por la muerte celular.

9.2.3 Cinética de reparacién de ADN para el area urbana.

A diferencia de las otras dos areas en el area urbana al tiempo cero se presentd
un alto porcentaje de células sin dafio, en esta poblacién también se observd una

agrupacion en el porcentaje de células con dafio bajo y total pero mas inclinada hacia
las células con dafio total.
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En el tiempo treinta el porcentaje de celulas sin dafio auments
considerablemente y de manera rapida, mientras las células dafiadas disminufan

proporcionalmente conservando esa agrupacion desequilibrada caracteristica de esta
poblacion.

Al tiempo sesenta, el porcentaje de células sin dafio aumento hasta alcanzar un
porcentaje casi tan alto como el del area rural y al igual que en esta todos los niveles de

dafio disminuyeron, y fue hasta este tiempo que se equilibré la agrupacion en dafio bajo
y total.

Los resultados anteriores, nos permiten observar que la poblacion del area
urbana presenta una adaptacién mayor a los retos estresantes al mostrar un menor
porcentaje de células sin dafio y ademas cuenta con una respuesta igual de eficiente
del sistema de reparacion del ADN que el presentado por el area rural, explicado por el
proceso de adaptacion denominado hormesis. A respecto, algunos estudios reportan
que aproximadamente el 50% del dafio se repara en los primeros 15 minutos y la
reparacion total se efectla en una o dos horas, no obstante otros investigadores
reportan que cuando el dafio es producido por particulas suspendidas PMyq el tiempo
en que tarda la célula en regresar a su estado basal es de alrededor de 24 horas (Tice
1992; Gabelota 2004). * "® De ahi que los tres diferentes lugares de residencia
reparen diferentes porcentajes del ADN dafiado durante |a cinética de reparacién. %8

No obstante, a primera vista pareciera que los resultados obtenidos en el
presente estudio indican que no existe diferencia entre residir en un area rural y una
urbana puesto que ambas reparan el dafio oxidativo del ADN de manera eficiente, sin
embargo cabe recordar que la exposicion continua a los retos estresantes propiciados
por el urbanismo propician una carga alostatica que con el tiempo terminara por

menguar los sistemas antioxidantes favoreciendo la presencia de padecimientos
cronico-degenerativos,
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10. CONCLUSIONES

Hipdtesis

Tomando en cuenta las evidencias cientificas que muestran la influencia del
lugar de residencia sobre el dafio oxidativo a la molécula de ADN en los adultos
mayores, suponemos que sé observara una frecuencia, magnitud y grado de dafio
oxidativo al ADN, significativamente mayor en los adultos mayores del area urbana con

respecto a los del area sub-urbana y rural.

Los resultados nos permiten concluir lo siguiente:

> El porcentaje de dafio al ADN fue mayor en los AM del area urbana, sin embargo las
diferencias no fueron estadisticamente significativas con respecto al area sub-

urbanay rural.

> Aun cuando el area rural presenté una media de migracién mayor, con respecto al
area sub-urbana y urbana, cuya diferencia fue estadisticamente significativa, los
resultados obtenidos de la magnitud y grado de dafo, sugieren que la poblacion
mas vulnerable al dafio oxidativo al ADN es el area urbana, ya que aun que ésta
posee una media de migracion menor a la del area rural, presentd un alto porcentaje
de células con dafo total del tipo nube, donde el dafio es tan grande que no es

reparado.
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Hipdtesis

Considerando que el urbanismo propicia EOx cronico con dafio al ADN que
requiere mecanismos de reparacion frecuentes, suponemos que los adultos mayores
del area urbana tendran una capacidad de reparacion disminuida con respecto al la de

las otras dos areas.

Los resultados nos permiten concluir lo siguiente:

» Las medias de migracién observadas a los diferentes tiempos de la cinética de
reparacion del area rural demuestran que ésta presenta un periodo de adaptacion
mas amplio, lo cual posiblemente se deba a que esta poblacion no esta habituada a
retos estresantes de esta magnitud, a diferencia del area sub-urbana en donde se

observo una reparacion gradual y el area urbana donde la reparacion fue minima.

» Se observé que los AM del area rural presentan una mayor capacidad de reparacion
del ADN, seguidos por los AM del area urbana, siendo los AM del area sub-urbana

los que presentaron menor capacidad de reparacion del ADN.

66



Eduardo Gutiérrez Galicia

11.

PERSPECTIVAS

Es conveniente proseguir con el estudio aumentando el tamafio de muestra con el

fin de obtener resultados estadisticamente significativos y concluyentes.

Los resultados justifican la propuesta de un ensayo clinico enfocado a determinar la
concentracion adecuada de suplementos antioxidantes necesarios para mitigar el

dafio al ADN en los adultos mayores en cada zona de residencia.

Seria conveniente determinar de manera simultanea el dafio al ADN por medio de la
cuantificacion de la 8-hidroxiguanosina en orina, asi como incluir la evaluaciéon de
enzimas antioxidantes como la SOD, GPx, Catalasa y cuantificar los niveles de
vitaminas con efecto antioxidante (A, E y C) para lograr una interpretacion completa
del complejo proceso fisiopatolégico presente en la triada del envejecimiento, lugar

de residencia y dafio oxidativo al ADN.

RECOMENDACIONES

Para una obtencion 6ptima de resultados se recomienda que todas las soluciones a

emplear sean frescas.

Para evitar dafio celular por choque térmico, se recomienda que la solucion de
azarosa (de bajo punto de fusion) no se agregue, demasiado caliente, para lo cual

se recomienda que esta posea una temperatura de 37°C.

Se recomienda emplear estos tres tiempos dado que se ha observado que hasta el
minuto treinta empieza la reparacion real y después del tiempo sesenta la

reparacion total se alcanza hasta transcurridas 2 horas.

La lectura debe realizarse lo mas pronto posible, para evitar que las muestras se

dafen por almacenamiento.
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13. ANEXO

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de Salud.

MODIFICACION A LA NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-020-SSA1-1993, SALUD AMBIENTAL. CRITERIOS
PARA EVALUAR LA CALIDAD DEL AIRE AMBIENTE CON RESPECTO AL OZONO (O3). VALORES NORMADOS
PARA LA CONCENTRACION DE OZONO (03) EN EL AIRE AMBIENTE COMO MEDIDA DE PROTECCION A LA
SALUD DE LA POBLACION, PARA QUEDAR COMO NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-020-SSA1-1993, SALUD

AMBIENTAL. CRITERIO PARA EVALUAR EL VALOR LIMITE PERMISIBLE PARA LA CONCENTRACION DE
OZONO (O3) DE LA CALIDAD DEL AIRE AMBIENTE. CRITERIO PARA EVALUAR LA CALIDAD DEL AIRE.

ERNESTO ENRIQUEZ RUBIO, Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacion y
Fomento Sanitario, con fundamento en los articulos 39 de la Ley Organica de la Administracién Publica Federal; 4 de
la Ley Federal de Procedimiento Administrativo; 3o. fraccion XllI, 13 apartado A fraccién I; 116 y 118 fraccién | de la
Ley General de Salud; 41, 43, 47 fraccion IV y 51 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 28 y 34 del
Reglamento de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién; 2 literal C fraccion 1l, 34 y 36 fraccion V del
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud, y 2 fracciones VII y VIII, 7 fraccién XVI y 12 fracciones | y VI del
Decreto por el que se crea la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios, me permito ordenar la
publicacién en el Diario Oficial de la Federacion de la siguiente:

Modificacién a la Norma Oficial Mexicana NOM-020-SSA1-1993, Salud Ambiental. Criterios para evaluar la
calidad del aire ambiente con respecto al ozono (O3). Valores normados para la concentracion de ozono (O3) en el
aire ambiente como medida de proteccion a la salud de la poblacion, para quedar como Norma Oficial Mexicana
NOM-020-SSA1-1993, Salud Ambiental. Criterio para evaluar el valor limite permisible para la concentracion de
ozono (O3) de la calidad del aire ambiente. Criterio para evaluar la calidad del aire, y

CONSIDERANDO

Considerando con fecha 31 de julio de 2000, en cumplimiento del acuerdo del Comité Consultivo Nacional de
Normalizaciéon de Regulaciéon y Fomento Sanitario, y lo previsto en el articulo 47 fraccion | de la Ley Federal sobre
Metrologia y Normalizacién, se publicé en el Diario Oficial de la Federacion el proyecto de la presente Modificacion
a la Norma Oficial Mexicana NOM-020-SSA1-1993, a efecto de que dentro de los siguientes sesenta dias naturales
posteriores a dicha publicacion, los interesados presentaran sus comentarios a dicho Comité.

Que con fecha previa, fueron publicadas en el Diario Oficial de la Federacidn las respuestas a los comentarios
recibidos por el mencionado Comité, en términos del articulo 47 fraccion Ill de la Ley Federal sobre Metrologia y
Normalizacion.

Que en atencion a las anteriores consideraciones, contando con la aprobacion del Comité Consultivo Nacional de
Normalizacién de Regulaciéon y Fomento Sanitario, se expide la siguiente:

MODIFICACION A LA NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-020-SSA1-1993, SALUD AMBIENTAL.
CRITERIOS PARA EVALUAR LA CALIDAD DEL AIRE AMBIENTE CON RESPECTO AL OZONO (0O3).

VALORES NORMADOS PARA LA CONCENTRACION DE OZONO (0O3) EN EL AIRE AMBIENTE COMO

MEDIDA DE PROTECCION A LA SALUD DE LA POBLACION, PARA QUEDAR COMO NORMA OFICIAL
MEXICANA NOM-020-SSA1-1993, SALUD AMBIENTAL. CRITERIO PARA EVALUAR EL VALOR LIMITE
PERMISIBLE PARA LA CONCENTRACION DE OZONO (0O3) DE LA CALIDAD DEL AIRE AMBIENTE.

CRITERIO PARA EVALUAR LA CALIDAD DEL AIRE

PREFACIO
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Introduccién

Durante las ultimas décadas, la calidad del aire en las principales ciudades del pais y sus zonas conurbadas
muestra una clara tendencia al deterioro. Asimismo, la capacidad de renovacion y recuperacién del medio ambiente y
de los recursos naturales también se ha visto afectada. En consecuencia, la salud de la poblacién de las principales
zonas conurbadas del pais esta en riesgo o ya esta siendo afectada por la contaminacién ambiental provocada por
diversos contaminantes, como el ozono (O3), los cuales pueden rebasar los limites normales de concentracion

ambiental ocasional o sistematicamente.

En materia de los efectos que el ambiente puede tener en la salud, la Ley General de Salud considera que se
deben establecer normas, tomar medidas y realizar actividades tendientes a la proteccién de la salud humana ante
los riesgos y dafios que representa el deterioro ambiental; esta Ley también especifica que se deben determinar los
valores de concentracion maxima permisible de los contaminantes en el ambiente para el ser humano.

La norma es un instrumento regulatorio que pretende contribuir a que se cumplan los objetivos de mejoramiento
de la calidad del aire en el territorio nacional.

En cuanto al contaminante objeto de esta Norma, el ozono, puede decirse que su presencia en el aire ambiente
se atribuye a diversos procesos fisico-quimicos, los cuales contribuyen en mayor o menor grado a su formacion
segun varien las condiciones fisicas y quimicas en las que se produzca la reacciéon. Se considera que el proceso mas
importante para la formacion del ozono es la combinacién de los 6xidos de nitrdgeno y los hidrocarburos volatiles que
actlan como precursores en presencia de radiacion ultravioleta. Existen también otros procesos de generacién de
0zono cuya contribucion a la contaminacion del aire aun no se ha cuantificado; sin embargo, en ciertas condiciones
podrian ser significativos.

El ozono es un alétropo reactivo del oxigeno formado por tres atomos (O3). Sus efectos sobre los seres vivos se

han estudiado desde diferentes perspectivas: estudios epidemioldgicos, toxicolégicos, experimentales en seres
humanos y en animales, y clinicos. Los resultados de estos estudios son complementarios y han permitido detectar
los procesos biolégicos involucrados en el dafio que este contaminante provoca en la salud humana y que se
resumen a continuacion.

En virtud de que el ozono es un compuesto altamente oxidante, es capaz de afectar materiales organicos e
inorganicos. Su toxicidad bioldgica es muy compleja, pues son muchos los sistemas que pueden resultar afectados
por la interaccion entre éste y los componentes celulares. Los mecanismos de toxicidad propuestos tienen que ver
con la modificacion de los sistemas de oxidacion celular, en la que participan diferentes enzimas, algunas de las
cuales aun no estan bien identificadas.

De acuerdo con el tiempo que transcurre entre la exposicion y la aparicion de los efectos, los dafios a la salud
asociados con el ozono pueden clasificarse como de corto plazo (de una a tres horas), prolongados (de seis a ocho
horas) y de largo plazo (meses o afios). Los efectos agudos se han observado en concentraciones de ozono de 0.12
partes por millébn (en adelante, ppm), cuando los individuos realizan ejercicio moderado o intenso o en
concentraciones mas bajas (de 0.08 ppm) después de exposiciones prolongadas, tras un ejercicio moderado o bajo.

Los efectos adversos van desde cambios transitorios de la funcién pulmonar, aumento en la incidencia de
enfermedades y sintomas respiratorios, mayor susceptibilidad para la aparicion de infecciones respiratorias, lo que
indirectamente se refleja en el aumento de ingresos hospitalarios y de visitas a salas de emergencia. Estudios
recientes también han encontrado asociaciones entre la exposicién al ozono y el aumento de la mortalidad diaria que
se presenta particularmente entre personas con enfermedades respiratorias o cardiovasculares previas.

Los cambios de la funcion pulmonar se caracterizan por la disminucién de la Capacidad Vital Forzada (CVF) y el
Volumen Espiratorio Forzado del primer segundo (VEF1). Los cambios de la CVF se deben a una disminucién de la

capacidad inspiratoria, al parecer tras una inhibicién neurolégica. En relacién con la disminucion del VEF1, lo que se

ha observado en multiples estudios realizados en diferentes paises del mundo, incluido México, es que en promedio
el VEF4 disminuye cuando aumentan las concentraciones de ozono, sin pasar por alto la gran variacion individual.
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Estos efectos son transitorios, pero dado que existen muchas poblaciones expuestas cotidianamente a este
contaminante, podria considerarse que la exposicion es permanente. Los hallazgos en los estudios epidemioldgicos y
experimentales son muy similares y se refieren tanto a los nifios como a los adultos.

Es importante mencionar que las pruebas espirométricas utilizadas en la mayoria de estos estudios no miden el
impacto del contaminante en las vias aéreas mas pequefias, situadas en la region donde se lleva a cabo el
intercambio gaseoso. Los estudios realizados en animales han mostrado que en esta regién del pulmoén puede haber
necrosis de las células epiteliales y remodelaciéon de los bronquiolos respiratorios, cuyas consecuencias a largo plazo
alin no se conocen con precisidon. Se requieren mas estudios para saber si los resultados obtenidos en animales son
extrapolables a los seres humanos y si por ende estos cambios pueden dar lugar a enfermedades crénicas del
pulmén en el hombre.

Otro efecto frecuentemente asociado con este contaminante es la presencia de sintomas respiratorios
transitorios, entre los cuales los mas frecuentes son la tos, la irritacion de las vias aéreas -caracterizada por una
sensacion de comezoén en la garganta y por molestias atras del esternén-, malestar a la inspiraciéon profunda -que las
personas describen como dolor o sensacion de opresion en el pecho-. Los asmaticos presentan con mas frecuencia
sibilancias, ademas de los sintomas ya descritos. Generalmente las personas con enfermedades pulmonares previas
estan en mayor riesgo de ser afectadas por el ozono, ya que a sus limitaciones funcionales preexistentes se suman
las provocadas por éste. Ademas, algunas personas son genéticamente mas susceptibles que otras; tal es el caso de
los propios asmaticos, los pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica y las personas con otras
enfermedades respiratorias cronicas.

Otro aspecto asociado con la exposicion al ozono es el incremento de la susceptibilidad a las infecciones
respiratorias, que se explica por la inflamacion de las vias aéreas periféricas y se caracteriza por el aumento
importante de los leucocitos polimorfonucleares y la concentracion de moléculas proinflamatorias como la IL-8. Dicha
inflamacion afecta a los linfocitos que normalmente se encargan de los mecanismos celulares de defensa del tracto
respiratorio, y de esta manera se facilita la presencia de infecciones respiratorias.

Los estudios sobre ingresos hospitalarios y visitas a salas de emergencia han permitido medir no sélo la
presencia de sintomas respiratorios, sino también su gravedad. De acuerdo con estudios realizados en los Estados
Unidos, estos efectos se han observado después de exposiciones prolongadas a concentraciones de ozono tan bajas
como 0.080 ppm. Los grupos mas susceptibles son los nifios y las personas que por motivos de trabajo permanecen
mayor tiempo en los exteriores, asi como los individuos con enfermedades respiratorias previas. Es importante hacer
hincapié en que algunos individuos responden de manera inusual al ozono y pueden presentar efectos funcionales o
sintomas respiratorios mas acentuados que la poblacion general.

La Secretaria de Salud inicié en 1996 un estudio de las contingencias atmosféricas, en la zona metropolitana del
Valle de México. Los datos preliminares obtenidos de mas de 519,000 individuos entrevistados mostraron que al
rebasarse las 0.281 ppm de ozono, se incrementd por arriba de los valores basales la proporcion de signos y
sintomas oculares y respiratorios entre la poblacion. Esos resultados preliminares permitieron en 1998 ajustar el
Programa de Contingencias Ambientales Atmosféricas en el Valle de México, mediante el cual se llevaban a cabo las
acciones urgentes de control.

Otro efecto frecuentemente descrito al exponer a las personas al 0zono es su impacto sobre el desempefio fisico-
atlético, que se manifiesta en la reduccién del nivel de actividad maximo sostenible o del tiempo de actividad que
puede tolerarse en un nivel particular de trabajo fisico. Atletas expuestos a concentraciones por arriba de 0.18 ppm
han reportado incapacidad para realizar esfuerzos maximos en competencias atléticas; trabajadores o personas
activas expuestas han visto aumentar los sintomas respiratorios, lo que puede provocar disminucién en el
desempefio del trabajo.

En relacion con los efectos de largo plazo (crénicos), la bibliografia existente todavia no es concluyente. Los
estudios toxicoldgicos realizados en animales muestran que los dafos producidos por el ozono sobre el pulmén son
similares en diferentes especies (monos, ratas y ratones) y que la respuesta fundamentalmente depende de la dosis
de exposicion. Las evidencias sugieren que los efectos encontrados en animales también pueden estar presentes en
los seres humanos. Hasta ahora los datos recolectados muestran que es biolégicamente posible que la inflamacion
cronica que produce este contaminante provoque un dafio pulmonar capaz de disminuir, durante la vida adulta, la
calidad de vida de las personas expuestas.

En nuestro pais, buena parte de los estudios realizados en este campo del conocimiento han sido
epidemioldgicos; en ellos se ha estudiado la asociacion entre el ozono y otros contaminantes atmosféricos y los
cambios en la funciéon pulmonar, el aumento de sintomas respiratorios, el ausentismo escolar, las visitas a salas de
emergencia y la mortalidad diaria. Existen algunos estudios basicos realizados en animales y seres humanos que
han mostrado dafios severos de la mucosa del aparato respiratorio desde la nariz hasta los bronquiolos. La mayoria
de dichos estudios se han efectuado en la Ciudad de México. En general, los resultados obtenidos coinciden con los
hallazgos ya mencionados, aun cuando existen algunas particularidades derivadas de que muchas personas en esta
ciudad han estado expuestas de manera cotidiana a niveles muy altos de ozono y, por lo tanto, los efectos agudos no
siempre son tan marcados como en aquellos individuos que nunca han estado expuestos a él.
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Los datos derivados de las investigaciones mas recientes sobre los dafios agudos y de mediano plazo que puede
producir el ozono sobre la salud humana -y que se han resumido en los parrafos anteriores-, al ponerse en
correspondencia con la gran variacion de concentraciones de ozono que pueden existir en las diferentes regiones del
pais, nos dicen que las poblaciones pueden estar expuestas a concentraciones por arriba de las 0.11 ppm durante
periodos cortos de tiempo, pero que su promedio de ocho horas excede las 0.08 ppm; tal seria el caso de las zonas
metropolitanas de las ciudades de México y Guadalajara. En otros lugares las personas sélo estan expuestas a
concentraciones cuyos promedios de ocho horas rebasan las 0.08 ppm; finalmente en otras regiones sélo estan
expuestos a niveles por arriba de 0.11 ppm, por periodos cortos de tiempo. Considerando todas estas posibilidades y
con el fin de prevenir los efectos adversos sobre la poblacién mas sensible, se plantea modificar la Norma.

La NOM-020-SSA1-1993 establece como limite horario permisible una concentracion de 0.11 ppm en un periodo
de tres afios. La modificacién del periodo de evaluacién de la norma a un afio se debe a que gran parte de las zonas
urbanas del pais no cuentan con datos trianuales para verificar su cumplimiento y en las zonas rurales practicamente
no existen datos sobre los niveles y el comportamiento del ozono.

Asimismo, se decidid6 mantener la concentracion horaria de 0.11 ppm, ya que basandose en esta concentracion
se han instrumentado los diferentes planes de contingencia ambiental que operan en ciudades con altos niveles de
0zono.

1. Objetivo y campo de aplicacién

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana tiene por objeto establecer los valores limites permisibles de concentracion de
ozono (O3) en el aire ambiente para la proteccion de la salud humana.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en todo el territorio nacional y debera ser la
referencia para que las dependencias, organismos e instituciones los apliquen en sus respectivos ambitos de
competencia en las acciones de prevencion y control de la contaminaciéon ambiental.

2. Referencias
Para la correcta aplicacion de esta Norma es conveniente consultar la siguiente Norma Oficial Mexicana:

NOM-036-ECOL/1993, Que establece los métodos de medicién para determinar la concentracién de ozono en el
aire ambiente y los procedimientos para la calibracién de los equipos de medicion.

3. Definiciones, simbolos y abreviaturas
Para los efectos de esta Norma se entiende por:
Definiciones

3.1 Aire ambiente, a la mezcla de elementos y compuestos gaseosos, liquidos y sélidos, organicos e inorganicos,
presentes en la atmdsfera.

3.2 Partes por millén, a la expresion de la concentracidon en unidades de volumen del gas contaminante
relacionado con el volumen de aire ambiente. Para el ozono su equivalente en unidades de peso por volumen es
igual a 1,960 microgramos por metro cubico, a 25°C de temperatura y con una atmésfera de presion.

3.3 Microgramo por metro cubico, a la expresion de concentracion en masa del contaminante (en microgramos)
en un volumen de aire (metro cubico) a 25°C de temperatura y con una atmdésfera de presion.

3.4 Ozono, a la molécula compuesta por tres atomos de oxigeno.

Simbolos y abreviaturas

ppm partes por millén

(03) 0zono

(##t#g/m3) microgramo por metro cubico
% por ciento

°C grados Celsius

4. Especificaciones
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Para efectos de proteccién a la salud de la poblacién mas susceptible, se determiné establecer una norma que
contempla dos valores:

4.1 La concentraciéon de ozono, como contaminante atmosférico, debe ser menor o igual a 0.110 ppm, promedio
horario, para no ser rebasado una vez al aio, calculado como se especifica en el numeral 4.3.1 de esta Norma.

4.2 La concentracion del promedio de ocho horas de ozono, como contaminante atmosférico, debe ser menor o
igual a 0.080 ppm, tomado como el quinto maximo, en un periodo de un afio, calculado como se especifica en el
numeral 4.3.2 de esta Norma.

4.3 Manejo de datos. En este punto se describe el manejo de los datos para determinar el cumplimiento de la
norma mexicana para el ozono en el aire ambiente, en cada uno de los sitios de monitoreo, empleando los métodos
descritos en la Norma NOM-036-ECOL-1993.

4.3.1 Calculo del promedio de una hora para el limite de 0.110 ppm. Para cada sitio de monitoreo el valor de la
concentracion horaria de ozono se reportara en partes por millén; si se cuenta con valores de cuatro o mas cifras
decimales, el valor de la tercera cifra decimal sera redondeado (del 1 al 5 no se incrementa, del 6 al 9 se incrementa
al inmediato superior). El valor del promedio horario se considerara como valido cuando se calcule con al menos 75%
de la hora (45 minutos).

4.3.1.1 Determinacién del cumplimiento del limite de 0.110 ppm. Para determinar el cumplimiento del limite de
0.110 ppm en cada sitio de monitoreo del aire ambiente, se tomaran en cuenta los dias que tengan al menos 75% de
los valores horarios del dia (18 horas). Un sitio cumplira con la norma cuando cada uno de los valores horarios sea
menor o igual a 0.110 ppm. En el caso en el que se cuente con menos de 75% de los valores horarios, se incumplira
la norma cuando uno de los valores horarios sea mayor a 0.110 ppm.

4.3.2 Calculo del promedio de ocho horas para el limite de 0.080 ppm. Para cada sitio de monitoreo el valor de la
concentracién horaria de ozono se reportara en partes por millén hasta la tercera cifra decimal. Si la concentracion
horaria se reporta con valores de cuatro o mas cifras decimales, el valor sera redondeado. Para obtener el valor de
ocho horas se promediaran los valores horarios de las ocho horas previas continuas, registrando el resultado en la
ultima hora promediada. Este calculo se aplicara a cada una de las horas del dia. Un promedio sera considerado
valido cuando se haya calculado con al menos 75% de los posibles valores horarios (seis horas). Cuando se tengan
menos de ocho horas, el promedio se calculara usando como divisor seis o siete, segun sea el caso.

4.3.2.1 Obtencion del promedio maximo diario de ocho horas. Para cada dia de muestreo se obtendran 24
valores, uno por cada hora. Un dia sera considerado valido cuando cuente con al menos 75% de los 24 valores
posibles (18 valores). En caso de tener menos de 75% de los valores, cuando el promedio maximo de ocho horas
sea mayor al valor del limite de 0.080 ppm, el dia se considerara como valido aun cuando se cuente con menos de
75% de los valores. El promedio maximo diario sera el valor promedio mas alto registrado durante el dia.

4.3.2.2 Determinacién del cumplimiento del limite de 0.080 ppm. Para determinar el cumplimiento del limite en
cada sitio de monitoreo del aire ambiente se tomaran Unicamente los promedios maximos diarios. Para un afio
calendario, se obtendran 365 valores (366 para afios bisiestos). Un sitio cumplira con la norma cuando cuente con
mas de 75% de los datos validos (274 datos) y el valor del quinto maximo del afio sea menor o igual a 0.080 ppm.

4.4 Reporte del indice de calidad del aire. Para fines de informacion al publico, el algoritmo del indice de calidad
del aire para el ozono debera calcularse con base en el promedio horario obtenido, como se menciona en el numeral
4.3.1.1 de esta Norma. El promedio de ocho horas de 0.080 ppm no podra utilizarse como base para calcular dicho
indice, ya que su periodo de evaluacion es anual.

5. Métodos de prueba

El método de prueba para la determinacion de la concentracion de ozono en el aire ambiente
y el procedimiento para la calibraciéon de los equipos de medicidon, estaciones o sistemas de monitoreo
de la calidad del aire con fines de difusion o cuando los resultados tengan validez oficial, es el establecido en la
Norma Oficial Mexicana NOM-036-ECOL-1993, Que establece los métodos de medicion para determinar la
concentracién de ozono en el aire ambiente y los procedimientos para la calibracién de los equipos de medicion.

6. Concordancia con normas internacionales y mexicanas

Esta Norma no es equivalente a ninguna norma internacional ni mexicana, por no existir referencia al momento de
su elaboracién.
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8. Observancia de la Norma

La vigilancia del cumplimiento de la presente Norma compete a la Secretaria de Salud y a los gobiernos de los
estados en sus respectivos ambitos de competencia.

9. Vigencia

9.1 La presente Modificacion a la Norma Oficial Mexicana NOM-020-SSA1-1993 entrara en vigor al dia siguiente
de su publicaciéon en el Diario Oficial de la Federacion.

9.2 Dentro del plazo de 180 dias naturales posteriores a la publicacion de esta Modificacion a la Norma Oficial
Mexicana NOM-020-SSA1-1993, los gobiernos de las entidades federativas propondran los planes para la
verificacion periddica, seguimiento y control de los valores establecidos.

México, D.F., a 1 de agosto de 2002.- El Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de
Regulacién y Fomento Sanitario, Ernesto Enriquez Rubio.- Rubrica.

PROYECTO de Norma Oficial Mexicana NOM-024-SSA1-1993, Salud Ambiental. Criterio para evaluar la calidad del aire,
particulas suspendidas totales (PST). Valor permisible para la concentracion de particulas suspendidas totales en el aire ambiente,
como medida de proteccion a la salud de la poblacion.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de Salud.- Subsecretaria de
Regulacion y Fomento Sanitario.

PROYECTO DE NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-024-SSA1-1993, SALUD AMBIENTAL. CRITERIO PARA
EVALUAR LA CALIDAD DEL AIRE, PARTICULAS SUSPENDIDAS TOTALES (PST). VALOR PERMISIBLE PARA LA
CONCENTRACION DE PARTICULAS SUSPENDIDAS TOTALES EN EL AIRE AMBIENTE, COMO MEDIDA DE
PROTECCION A LA SALUD DE LA POBLACION.

COMITE CONSULTIVO NACIONAL DE NORMALIZACION DE REGULACION Y FOMENTO SANITARIO

MERCEDES JUAN LOPEZ, Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacion y Fomento Sanitario,
con fundamento en los articulos 39 de la Ley Organica de la Administracion Publica Federal, 38 fraccion 11, 45, 46 fraccion Il y
47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, me permito ordenar la publicaciéon en el Diario Oficial de la Federacion
del proyecto de norma oficial mexicana NOM-024-SSA1-1993, Salud Ambiental. Criterio para evaluar la calidad del aire,
particulas suspendidas totales. Valor criterio permisible para particulas suspendidas totales en el aire ambiente como medida de
proteccion a la salud de la poblacion.

El presente proyecto de norma oficial mexicana se publica a efecto de que los interesados dentro de los siguientes 90 dias
naturales, contados a partir de la fecha de su publicacion, presenten sus comentarios ante el Comité Consultivo Nacional de
Normalizacién de Regulacion y Fomento Sanitario, sito en Lieja nimero 7, ler. piso, colonia Judrez, codigo postal 06696,
México, D.F.
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Durante el plazo mencionado, los analisis que sirvieron de base para la elaboracion del proyecto de norma estaran a disposicion
del publico para su consulta en el domicilio del Comité.
Meéxico, Distrito Federal, a siete de diciembre de mil novecientos noventa y tres.

PROYECTO DE NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-024-SSA1-1993

SALUD AMBIENTAL. CRITERIO PARA EVALUAR LA CALIDAD DEL AIRE, PARTICULAS SUSPENDIDAS
TOTALES. VALOR PERMISIBLE PARA LA CONCENTRACION DE PARTICULAS SUSPENDIDAS TOTALES EN EL
AIRE AMBIENTE, COMO MEDIDA DE PROTECCION A LA SALUD DE LA POBLACION

0 INTRODUCCION

El Plan Nacional de Desarrollo 1989 - 1994, sefiala que la contaminaciéon atmosférica ha sido producto del proceso de la
industrializacion, asi como de las grandes concentraciones urbanas, primordialmente por la emision de humos, polvos y gases
provenientes de fuentes moviles y fijas. Para prevenir, restablecer y mantener la calidad de aire, se realizaran acciones para
reducir la emision de contaminantes.

La Ley General de Salud, contempla que en materia de Efectos del Ambiente en la Salud, las autoridades sanitarias estableceran
las normas, tomaran medidas y realizaran las actividades a que se refiere esta Ley tendientes a la proteccion de la salud humana
ante los riesgos y dafios dependientes de las condiciones del ambiente, asi como determinar, para los contaminantes atmosféricos,
los valores de concentraciéon maxima permisible para el ser humano.

La Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente y su Reglamento en materia de Prevencion y Control de la
Contaminacion de la Atmosfera, seflalan que la calidad del aire debe ser satisfactoria en todos los asentamientos humanos y
regiones del pais, y que la Secretaria de Desarrollo Social, expedira, en coordinacion con la Secretaria de Salud en lo referente a la
salud humana, las normas oficiales mexicanas correspondientes, especificando los niveles permisibles de emision e inmision por
contaminante y por fuente de contaminacion, de acuerdo con el reglamento respectivo.

El Programa Nacional para la Proteccion del Medio Ambiente 1990 - 1994 dicta que en materia de Proteccion al Ambiente se
cuente con los conocimientos cientificos y técnicos que permitan incorporar en los procesos productivos, tecnologias que
reduzcan al minimo el impacto sobre el medio ambiente, asi como definir e incluir criterios ecoldgicos para regular y optimizar
las actividades productivas.

Como Particulas Suspendidas Totales se considera a la contaminacion del aire provocada por material sélido o liquido finamente
particulado.

Son producto de una gran cantidad de procesos naturales o antropogénicos y consecuentemente el riesgo que constituyen depende
de algunas de sus multiples caracteristicas por un lado y por otro su constitucion especifica, pero mas en la capacidad de absorber
elementos adicionales y aun la posibilidad de absorcion de elementos xenobidticos.

Se les considera capaces de bloquear los mecanismos de defensa del aparato respiratorio, tanto a nivel de vias aéreas superiores
como en bronquios y en alveolos.

Por su contenido de metales pesados, si es el caso, dan lugar a los cuadros especificos correspondientes (plomo, cadmio.)

Se asocian con mucha frecuencia con elementos acidos con los que se sinergiza su efecto dafiino potencial y finalmente pueden
acarrear elementos bioldgicos que van desde polenes hasta bacterias, hongos y virus.

El riesgo sanitario lo constituyen aparte de su concentracién y tiempo de exposicion, las caracteristicas propias descritas y los
individuos susceptibles por excelencia son aquéllos que son portadores de una enfermedad respiratoria cronica que haya dado
lugar principalmente a dafios del sistema mucociliar.

Los valores criterio de calidad del aire, establecen limites sobre concentraciones de diversos contaminantes, con base en la
proteccion de la salud de la poblacion, iniciando con la mas susceptible, y son parametros de vigilancia de la calidad del aire
ambiente. Establecen la referencia para la formulacién de programas de control y evaluacién de los mismos.

SALUD AMBIENTAL. CRITERIO PARA EVALUAR LA CALIDAD DEL AIRE, PARTICULAS SUSPENDIDAS
TOTALES. VALOR PERMISIBLE PARA LA CONCENTRACION DE PARTICULAS SUSPENDIDAS TOTALES EN EL
AIRE AMBIENTE, COMO MEDIDA DE PROTECCION A LA SALUD DE LA POBLACION

1 OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION

1.1 OBJETIVO

Esta norma oficial mexicana establece el valor permisible para la concentracion de particulas suspendidas totales en el aire
ambiente.

1.2 CAMPO DE APLICACION

Aplicable en todo el territorio mexicano.

Aplicable en las politicas de saneamiento ambiental en lo referente a la salud humana.

Aplicable en actividades o situaciones ambientales que causen o puedan causar riesgos o dafios a la salud de las personas.
Aplicable para el desarrollo de investigacion permanente y sistematica de los riesgos y dafios que, para la salud de la poblacion,
origine la contaminacion ambiental por particulas suspendidas totales.

2 REFERENCIAS

Esta norma se complementa con la Norma Oficial Mexicana:
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NOM-CCAM-002-ECOL/1993, que establece los métodos de medicion para determinar la concentracion de particulas
suspendidas totales en el aire ambiente y los procedimientos para la calibracion de los equipos de medicion.
3 DEFINICIONES

3.1 Aire ambiente

Atmosfera en espacio abierto
32 pg/m3

microgramos por metro cubico
4 ESPECIFICACIONES

Las particulas suspendidas totales, como contaminante atmosférico, no deben rebasar el limite maximo permisible de 260 pug/m3,
en 24 horas, en un periodo de un afio y 75 pg/m3 en una media geométrica anual, para proteccion a la salud de la poblacion
susceptible.

5 METODOS DE PRUEBA

NOM-CCAM-002-ECOL/1993, que establece los métodos de medicion para determinar la concentracion de particulas
suspendidas totales en el aire ambiente y los procedimientos para la calibracion de los equipos de medicion.

6 CONCORDANCIA CON NORMAS INTERNACIONALES

Esta norma no tiene concordancia con normas internacionales.

7 BIBLIOGRAFIA
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ISBN 92-890-1114-9, 338-360, 1987.

U.S. Environmental Protection Agency (1982) Air Quality Criteria Document for Particulate Matter and Sulfur Oxides. Research
Triangle Park, N.C. Office of Health and Environmental Assessment, Environmental Criteria and Assessment Office; EPA
Volume I report no. EPA 600/8-82-029 a.

U.S. Environmental Protection Agency (1982) Air Quality Criteria Document for Particulate Matter and Sulfur Oxides. Research
Triangle Park, N.C. Office of Health and Environmental Assessment, Environmental Criteria and Assessment Office; EPA
Volume II report no. EPA 600/8-82-029 b.

U.S. Environmental Protection Agency (1982) Air Quality Criteria Document for Particulate Matter and Sulfur Oxides. Research
Triangle Park, N.C. Office of Health and Environmental Assessment, Environmental Criteria and Assessment Office; EPA
Volume III report no. EPA 600/8-82-029 c.

U.S. Environmental Protection Agency (1986) Second Addendum to Air Quality Criteria Document for Particulate Matter and
Sulfur Oxides (1982): Assessment of Newly Available Health Effects Information. Research Triangle Park, N.C. Office of Health
and Environmental Assessment, Environmental Criteria and Assessment Office; EPA report no. EPA 600/8-86-020 F.

Efectos del ambiente en la salud. Capitulo IV, Ley General de Salud, D.O.F. febrero de 1984, 56-57.

Plan Nacional de Desarrollo 1989-1994. D. O. F. Mayo de 1989. 56-57.

Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Proteccion al Ambiente y su Reglamento en materia de Prevencion y Control de la
Contaminacion de la Atmosfera. D.O.F. enero de 1988.

Rivero S.0O. y Cols. Contaminacién atmosférica y enfermedad respiratoria. Biblioteca de la Salud. 1993.

Urban Air Pollution in Megacities of the World. Blackwell. WHO/UNEP.

8 OBSERVANCIA DE LA NORMA

Esta norma oficial mexicana es de observancia para las autoridades federales y locales, que tengan a su cargo la vigilancia y
evaluacion de la calidad del aire, con fines de proteccion a la salud de la poblacion.

La Secretaria de Salud es la autoridad competente para vigilar, en coordinacion con la Secretaria de Desarrollo Social y demaés
autoridades competentes, el cumplimiento de la presente norma oficial mexicana.

La revision de la presente norma oficial mexicana debera realizarse con periodicidad trianual.

En la Ciudad de México, Distrito Federal, siendo el décimo sexto dia del mes de diciembre de mil novecientos noventa y tres, el
suscrito Director de Legislacion y Consulta de la Direccion General de Asuntos Juridicos de la Secretaria de Salud, Ignacio Ibarra
Espinosa con fundamento en lo dispuesto por los articulos 10 fraccion XVII del Reglamento Interior de esta Secretaria y tercero
del Acuerdo Secretarial niimero 57, CERTIFICA: que el presente Proyecto de Norma Oficial Mexicana es copia fiel de su original
que se encuentra en los archivos de esta Direccion General.- Conste.- Rubrica.
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