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INTRODUCCION

ABREVIACIONES

ADMA: Dimetil Arginina Asimétrica

CAT: Transportadores de Aminoacidos Cationicos
CDMX: Ciudad de México

CECs: Células Endoteliales Circulantes

cIMT: intima Media de la arteria Carétida

CO: Monoxido de Carbono

CO:z2: Dioxido de Carbono

COV: Compuestos Organicos Volétiles

DE: Disfuncién Endotelial

ECV: Enfermedades Cardiovasculares

EDN1: Gen Codificante de Endotelina 1

ELISA: Ensayo Inmunoadsorbente Ligado a Enzimas
eNOS: Oxido Nitrico Sintasa Endotelial

ETR-A, B: Receptor de Endotelina-Ay B

FAD: Flavin Adenin Dinucleétido

FMN: Flavin Mononucleétido

HA: Hipertension Arterial

HAP: Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

HDL.: Lipoproteinas de Alta Densidad

HO2: Radical Hidroperoxilo

HPLC: Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia
IAM: Infarto Agudo al Miocardio

ICAM-1: Molécula de Adhesion Intracelular 1

IL: Interleucina

INF-y: Interferon Gamma

iINOS: Oxido Nitrico Sintasa Inducible

ISA: Evaluacioén Cientifica Integrada



L-Arg: L-Arginina

LDL: Lipoproteinas de Baja Densidad

Lp PLAZ2: Fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas
nNOS: Oxido Nitrico Sintasa Neuronal

NO:2: Diéxido de nitrogeno

NOz2": Nitritos

NOs": Nitratos

NOS: Oxido Nitrico Sintasa

NOX: Metabolitos Estables del Oxido Nitrico

O: Oxigeno

O2: Radical superoxido

O2: Oxigeno molecular

Os: Ozono

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PCR: Proteina C Reactiva

PM 2.5: Material Particulado 2.5

ppb: Partes por Bill6n

sLOX-1: Receptor-1 de lipoproteina de baja densidad oxidada similar a la lectina
SNC: Sistema Nervioso Central

SO2: Dioxido de azufre

TMTM: Trombomodulina

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral Alfa

TNRF-2: Receptor-2 del Factor de Necrosis Tumoral
VCAM-1: Molécula de Adhesién Vascular 1
VSCM: Células de Musculo Liso Vascular



MARCO TEORICO

1.1 Generalidades de la contaminacion atmosférica

La contaminacion atmosférica es considerada una mezcla compleja de sustancias
tanto quimicas, fisicas y biologicas y que, a ciertas concentraciones, causan dafio
a quienes se encuentren expuestos a ellas. La contaminacion atmosférica se ha
asociado con alteraciones en la salud como problemas respiratorios,
cardiovasculares, intestinales, neurologicos y cancer, entre otras (Sharbaf et al.,
2021; Tiotiu et al., 2020).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 2019, el 99% de la
poblacion mundial se encontraba expuesta a concentraciones de contaminantes
atmosféricos que superaban los niveles permitidos, y en particular en paises en
desarrollo dichas concentraciones eran mas altas aun. La contaminacion
atmosférica es considerada un problema grave de salud publica debido a la
morbilidad y mortalidad asociada con la contaminacion (WHO, 2021a). En 2016, en
México, la tasa de mortalidad por contaminacion atmosférica se encontraba
alrededor de 36 por cada 100,000 habitantes y la principal causa de muerte
asociada a la contaminacién era la enfermedad cardiaca isquémica (OMS, 2018).
Las emisiones contaminantes atmosféricos como el diéxido de carbono (CO2) han
ido en aumento debido a las actividades antropogénicas y cambios meteoroldgicos
derivados del cambio climatico. Dicho incremento ha afectado adversamente a la
salud y ha disminuido la calidad de vida de los habitantes, principalmente en los

habitantes de las areas urbanas como la Ciudad de México (Colman, 2021).

Los contaminantes atmosféricos se pueden clasificar de acuerdo con su fuente:

Naturales: Generados por las actividades naturales de la gedsfera, la biosfera, la
atmosfera y la hidrésfera, entre las que pueden citar erupciones volcanicas,
incendios forestales, actividades de respiracion y reproduccion en los seres vivos,
fuertes vientos, emision de particulas salinas marinas y descargas eléctricas que
llevan a la formacion de sustancias como compuestos de azufre, Oxidos de

nitrogeno, CO2, materia organica y otras particulas (Echeverri, 2019).



Antropogénicas: Originados por la actividad humana, como la industria, el uso de
calefactores y aparatos en el hogar, transporte terrestre y aéreo, eliminacion de
residuos, entre otras que rompen la autorregulacion del aire para mantener su

composicién constante (Echeverri, 2019).

Por otra parte, los contaminantes se pueden clasificar en primarios o secundarios
(Seigneur,2019). Los contaminantes primarios se emiten directamente a la
atmosfera, ya sea de forma natural o por actividades humanas, y entre ellos

encontramos:

-Monodxido de carbono (CO): Es un gas incoloro e inodoro que forma parte de los
principales contaminantes y problemas ambientales (Téllez et al.,2006) cuyas
fuentes de emisién son de tipo natural y antropogénico como emisiones de
automoviles de gasolina o diésel, procesos industriales, incendios e incineracion de
materia organica. Las actividades humanas, en especial el uso de los vehiculos
automotores, son los principales causantes del aumento de emisiones de CO (Téllez
et al.,2006). La oxidacién de CO conduce a la formacién de COz, y este promueve
la conversion de monoxido de nitrogeno (NO) a didxido de nitrogeno (NO2), el cual

participa en la reaccion de fotdlisis para la formacién de ozono (Seigneur,2019).

-Diéxido de azufre (SO2): Gas generado de forma natural y por la combustién de
compuestos azufrados en procesos industriales y vehiculares; al hidrolizarse, se
convierte en acidos y aerosoles (como el H2SOa4) que tienen efectos perjudiciales
principalmente respiratorios, también participa en la formacion de lluvia acida y

contribuye en la formacién de particulas finas (Seigneur,2019).

Por otra parte, los contaminantes secundarios, son aquellos que no se emiten
directamente a la atmosfera, sino que se forman mediante reacciones quimicas o
fotoquimicas de oxidacién e hidrélisis entre los contaminantes primarios,

(Seigneur,2019) por ejemplo:

-Dioxido de nitrogeno (NO2): Gas marron de olor desagradable que se produce en
procesos de combustibn a altas temperaturas mediante la siguiente reaccién

fotoquimica:



2NO + Oz 2 2NO2

Donde el NO tiene como principal emisién los gases de escape de los automdviles
(Colman,2021).

La mayor parte de este contaminante secundario se convierte en acido nitrico y

nitratos arrastrados por la lluvia (Colman,2021).

-Ozono (O3): Gas oxidante incoloro formado a partir de reacciones fotoquimicas
entre el oxigeno molecular, 6xidos de nitrdgeno e hidrocarburos en presencia de la
luz solar (Calderdn et al., 2000). Es el principal componente del esmog fotoquimico
(Seigneur,2019).

Tabla 1. Tipos de contaminantes segln su emision y composicion
(Colman,2021)

Contaminante  Primario  Secundario
Compuesto SO2 H2S SO3 H2S04
de azufre MSOa4
Compuesto NO NHs NO2 MNOs
de nitrégeno

Organicos Compuestos Aldehidos,

compuestos de C1-C7 cetonas,
de carbono acidos
Oxidos de CO CO2 -
carbono

Compuestos HF HCI -

halogenados
SO.: Di6xido de azufre, H,S: Sulfuro de hidrogeno, SOs: Tridxido de azufre, H,SO.: Acido
sulfarico, MSQO4: Sulfatos, NO: Oxido nitrico, NHs: Amoniaco, NO,: Diéxido de nitrégeno,
MNOz3: Nitratos, C1-C7: De 1 a 7 carbonos, CO: Monoéxido de carbono, CO,: Di6xido de

carbono, HF: Acido fluorhidrico, HCI: Acido clorhidrico.



Debido a las contingencias ambientales por los altos niveles de ozono en la Ciudad
de México y al aumento de temperaturas que favorece la formacion de este
contaminante, es de gran relevancia evaluar los efectos adversos de la exposicion
a ozono tales como los cardiovasculares que han sido muy poco estudiados en

nuestro pais.

1.2 Generalidades del ozono

El Os, es un gas presente en la estratosfera (10-50 km sobre el suelo) y la tropdsfera
(8-15 km sobre el suelo) del planeta (Zhang et al.,2019). El ozono estratosférico se
concentra en una zona llamada capa de ozono y absorbe la radiacion ultravioleta
que es dafina a los organismos (Zhang et al.,2019). Por otra parte, el ozono
troposférico (ozono) es un contaminante secundario y principal componente del
esmog fotoquimico causante principalmente de irritacion ocular, enfermedades
respiratorias y cardiovasculares (Seigneur,2019).

Este contaminante no se emite directamente a la atmésfera, sino que se forma a
partir de la emision de otros contaminantes primarios y secundarios provenientes

de fuentes naturales y antropogénicas (Orru et al.,2017).

La fuente predominante del ozono es una reaccion fotoquimica entre los
compuestos organicos volatiles (COV) y los 6xidos de nitrégeno (NOx) como el
dioxido de nitrégeno (NOz2) y el 6xido nitrico (NO) principalmente, en presencia de

la radiacion solar (Zhang et al.,2019).

cov + NOx - 03 + otros contaminantes

hv

Un aumento en la concentracion de precursores del ozono favorecera que
aumenten los niveles de este contaminante en la atmosfera. Las actividades que
generan la formacion y emision de COV (alcanos, alquenos, compuestos
aromaticos, aldehidos, alcoholes, alquinos, éteres, etc.) son los procesos de
combustiéon (como el de vehiculos motorizados), evaporacion de combustibles

liquidos 0 gaseosos (como la gasolina) y el uso de productos con componentes
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organicos como pinturas, solventes, pesticidas, adhesivos y recubrimientos,
productos de belleza y otros utilizados principalmente por la industria (Zhang et
al.,2019; Seigneur,2019).

Las emisiones de isopreno de forma natural por la vegetacion también contribuyen

a la formacién de COV y por lo tanto de ozono (Seigneur,2019).

Los procesos industriales y aquellos derivados de la quema de combustibles fésiles
para el transporte, electricidad y calefaccion del hogar pueden generar los
precursores de ozono como NOXx y contribuir de esta forma a la formacion de ozono
(Bostrom,1993; Zhang et al.,2019).

La reaccion fotoquimica que lleva a la formacién del ozono se ve favorecida bajo
ciertas condiciones y una alteracion de su equilibrio puede deberse al aumento o

disminucién de los componentes que participan en ella. (Seigneur,2019).

Por una parte, se ha observado que ante altas emisiones de NO y en zonas

cercanas a su fuente de emision, disminuyen los niveles de ozono (White,2009).

La formacién de ozono también se ve favorecida ante una mayor intensidad solar y
por lo tanto una elevada temperatura atmosférica. El aumento de la temperatura
atmosférica esta influenciada por diferentes factores, tales como, el aumento en la
emision de hidrocarburos y COV como lo es el isopreno y otros de emision
antropogénica, presiones barométricas altas, circulaciones estancadas,
disminucién del ozono en la estratésfera, momento del dia y la época del afio
(Sillman & Samson,1995). Hay condiciones y contaminantes que pueden tener un
efecto contraintuitivo en la formacion de ozono. Por ejemplo, una disminucion en las
emisiones de aerosoles producto de la combustién de carbono, diésel y biomasa,
pueden aumentar la visibilidad en la atmdsfera con un aumento de la intensidad
solar y, por ende, mayor formacion de ozono (Zhang et al.,2019). El hollin tiene
efectos ambivalentes en la formacion de ozono; por una parte, en ausencia de hollin,
se aumenta la visibilidad, la intensidad solar y la formacion de ozono; pero el hollin
también puede absorber el calor, aumentar la temperatura y contribuir a la formacion
de ozono (Zhang et al.,2019; Orru et al.,2017).
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Existen otros contaminantes atmosféricos que también repercuten en los niveles de

ozono, entre ellos encontramos al material particulado 2.5 (PM2.5), 2.5 por su

tamafio en um, o particulas finas. Las PM2.5 tienen una composicion variada de

compuestos organicos e inorganicos, primarios y secundarios y de origen tanto

natural como antropogénico (Seigneur,2019). Un estudio previo en China (2013-

2017) mostr6 que el aumento de los niveles de ozono se asociaba con una

disminucién de alrededor del 40% de las concentraciones de PM2.5 (Li et al,2018).

El Os de la estratosfera también tiene influencia en los niveles de ozono, ya que,

durante los meses de primavera, tiene una afluencia hacia la tropésfera debido al

maximo movimiento vertical del aire del hemisferio norte, contribuyendo a una

acumulacion de ozono en el ambiente (Zhang et al.,2019).

Finalmente, la destruccion de la capa de ozono por gases de efecto invernadero

tiene como consecuencia un aumento en la radiacion hacia la superficie y mayor

formacion del ozono (Seigneur,2019).

Figura 1la. Condiciones que regulan y favorecen la emision de ozono a la

troposfera.

hv DE
.:f’ -
Os STRATOSPHERE ~ NOx
-t —_—_—_—_— == — — — — — — — B8-18 km
TROPOSPHERE
o 4
>,
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La figura 1a muestra los contaminantes precursores de la formacion de ozono entre los que
encontramos al CO, hidrocarburos y o6xidos de nitr6geno; estos precursores pueden
provenir de procesos de combustion e industriales, tormentas, descomposicion del suelo,
entre otros. La acumulaciéon de ozono en la troposfera se favorece cuando se altera el
proceso de formacion de los precursores de ozono mediante reacciones de oxidacion en

cadena del CO y compuestos hidrocarbonados (Jacob, 2000).

1.3 Normatividad de los niveles de ozono.

Desde 1987, la OMS publica periédicamente las directrices acerca de los limites
permisibles de contaminantes atmosféricos entre los que encontramos a el ozono
(OMS,2021b). En cuanto a las directrices presentadas para un tiempo promedio de
8 horas (3-4 dias de superacion por afo), la OMS recomienda una concentracién
maxima de 100 pg/m? lo que equivale a aproximadamente 50 partes por billon (ppb),

mientras que en temporada alta se establecen 60 pg/m3(OMS,2021b).

En la Ciudad de México se han establecido sistemas de monitoreo de la calidad del
aire tales como el Sistema de Monitoreo Atmosférico (SIMAT) que se encarga de
medir permanentemente a los principales contaminantes atmosféricos mediante
centros de monitoreo en toda la ciudad y zona conurbada del Estado de México con
apoyo de la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico (RAMA) (Aire CDMX, s.f.).
Estos sistemas de monitoreo surgieron con la finalidad de informar sobre la calidad
de aire, la exposicidon de la poblacion a ciertos contaminantes, prevenir riesgos y
generar datos confiables en la Ciudad de México (CDMX) (Aire CDMX, s.f.).

En nuestro pais, la NOM-020-SSA1-2021 establece los criterios para evaluar la
calidad del aire respecto al ozono en México. Debido a que la NOM-020-SSA1-2014
(DOF,2014) establecia limites permisibles de ozono en el ambiente mayor a los
establecidos en la guia de calidad del aire de la OMS, la NOM aprobada en el afio
2021 propone una disminucion gradual de las concentraciones de ozono permitidas
con la finalidad de proteger a la salud de la poblacion (Diario Oficial de la
Federacion,2021).
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Tabla 1b. Cumplimiento gradual de valor limites permisibles ozono en el
ambiente por la NOM-020-SSA1-2021.

Afio ° Valor limite Valor limite

de 1 hora* de 8 horas*

(ppb) (ppb)
1 65
3 90 60
5 51

*maximo de los maximos diarios. ° afio transcurrido a partir de la entrada en vigor de la NOM (2021)
(Diario Oficial de la Federacion,2021).

1.4 Efectos en salud asociados a la exposicion a ozono.

De acuerdo con el estudio Global Burden of Disease (GBD), que reune y analiza los
datos de tendencia mundial de salud, en 2015, la exposicion al ozono caus6 254,000
muertes adicionales y una pérdida de 4.1 millones AVAD (Afos de Vida Ajustados
por Discapacidad) por enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (Cohen et
al.,2017), mientras que, en el 2019, se estimaron alrededor de 0.4 millones de
muertes atribuibles a la contaminacién por ozono en paises con altos ingresos (Niu
et al., 2022).

Debido a su baja solubilidad y a la via de exposicion por inhalacion, el ozono llega
a las vias respiratorias sin ser eliminado previamente, reaccionando con las
moléculas protectoras como proteinas, antioxidantes vy lipidos formando
compuestos oxidantes secundarios con diferente reactividad, lo que causa dafo a
las células del tracto respiratorio (Nuvolone & Voller,2017). Diversos estudios
muestran que, en sujetos expuestos ambientalmente a ozono, ante un aumento en

sus concentraciones hay una disminucion aguda de su funcion pulmonar al disminuir
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el volumen respiratorio forzado en un segundo, asi como las tasas de flujo
respiratorio maximo (Nuvolone & Voller,2017). En cuanto a enfermedades cronicas
respiratorias, se estima que en 2015 pudieron existir de 9 a 23 millones de visitas
anuales por emergencias asocias a eventos por asma que es se atribuyen a la
exposicion al ozono, siendo los nifios el grupo méas vulnerable (Anenberg et al.,2018;
Hernandez et al.,2000).

Evidencia proveniente de estudios epidemiolégicos han mostrado que la exposicion
a ozono se asocia con efectos en el sistema cardiovascular y sistema nervioso
central (SNC), asi como, con trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad
de Alzheimer y Parkinson (Zhang et al.,2019). Estudios previos han mostrado
alteraciones en los neurotransmisores como el acido y-aminobutirico (GABA),
glutamato, serotonina y noradrenalina; asi como con cambios en la actividad

motora, suefio, memoria y signos de neurodegeneracion (Nuvolone & Voller,2017).

Por otra parte, estudios experimentales en animales han mostrado diversos efectos
de la exposicion a O3z como pérdida de peso corporal en ratones debido a una
disminucién en el consumo de alimento, muerte por apoptosis en células del
hipocampo, déficit de aprendizaje y pérdida de memoria en ratas expuestas a altas
concentraciones de ozono (Nuvolone & Voller,2017; Jerold et al.,2005; Zhang et
al.,2019).

1.5 Exposicion a ozono y enfermedades cardiovasculares

La contaminacién atmosférica, entendida como una mezcla compleja de
contaminantes, se ha asociado con enfermedades cardiovasculares, tales como
infarto agudo al miocardio (IAM), muerte cardiaca subita, arritmias y enfermedad
arterial periférica (Shahrbaf et al.,2020).

Por otra parte, existen estudios que asocian especificamente la exposicion a 0zono,
a corto y largo plazo, con desenlaces cardiovasculares (Niu et al. 2022; Goodman
et al., 2015; Henrotin et al.,2007; Henrotin et al., 2010).
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Observaciones en estudios epidemiolégicos han asociado al ozono con un aumento
en los ingresos hospitalarios por complicaciones como el IAM, aterosclerosis
coronaria y cardiopatia pulmonar (Srbot et al.,2009; Guo et al.,2022). Ademas, otras
investigaciones informaron disminuciones en la frecuencia cardiaca, riesgo de
fibrilacion auricular, infarto, estrés oxidante e inflamacion. Estos desenlaces
asociados a la exposicion a ozono fueron mas evidentes en sujetos que reportaban

otros padecimientos cardiacos, mujeres y ancianos (Nuvolone & Voller,2017).

En un estudio en China, a nivel nacional, con 96,955 participantes se observo que
la exposiciéon a ozono (89.7ug/m?, periodo de altas temperaturas) se asociaba con
mayor riesgo de mortalidad cardiovascular (HR, hazard ratio, 1.093; 95% CI: 1.046,
1.142), enfermedad cardiaca isquémica (HR 1.184; 95% CI: 1.099-1.276) e infarto
al miocardio (1.063; 95% CI: 1.002-1.128), estos riesgos calculados por cada 10

ug/m?3 de incremento en los niveles de ozono (Niu et al., 2022).

Los desenlaces tales como enfermedad cardiaca isquémica e infarto son
manifestaciones clinicas tardias de un proceso denominado aterosclerosis
(Cisneros&Carranza,2013).

De acuerdo con un estudio en 861 adultos jévenes en el sur de California, se
determind la asociacion entre la exposicion a ozono y el aumento del grosor intima-
media de la arteria carotida (cIMT). El estudio mostré un aumento del cIMT en los
adultos jévenes expuestos a ozono en la infancia, lo que podria incluir al ozono
como un factor de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis en poblacion saludable
(Breton et al. 2012).

Es importante mencionar que el aumento de cIMT es un importante indicador de la
presencia y progresion de la aterosclerosis, lo que lo convierte en una medicion util
para la evaluar el riesgo a presentar eventos cardiovasculares en adultos

asintomaticos (Nezu et al., 2016).
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1.6 Generalidades de la aterosclerosis.

La aterosclerosis es una enfermedad cronica de la pared vascular que ocurre
principalmente en arterias de mediano y grueso calibre y que se caracteriza por el
engrosamiento de la pared vascular y en esta participan elementos como
macrofagos, monocitos, células de musculo liso vascular, las lipoproteinas de baja
densidad oxidadas (LDLox) y mediadores inflamatorios, entre otros (Botet et
al.,2020). La lesién resultante es denominada placa de ateroma que se encuentra
compuesta principalmente de colesterol, lipidos y componentes celulares cubiertos
de una placa fibrosa; el engrosamiento de la placa conlleva a la disminucién de la
luz arterial (estenosis) y la estenosis puede desencadenar las manifestaciones
clinicas tardias de la aterosclerosis (Hernandez,2016).

Cuando el proceso de aterosclerosis tiene lugar en las arterias que irrigan al corazén
0 coronarias, se manifiesta en enfermedades como el sindrome coronario agudo,
IAM, angina de pecho, isquemia silente y muerte subita; todas estas patologias se
agrupan dentro de las enfermedades arteriales coronarias
(Cisneros&Carranza,2013) (Lahoz & Mostaza,2007). Cabe resaltar que las
enfermedades arteriales coronarias son las causantes del 16% de las defunciones
a nivel mundial (OMS,2020).

La aterosclerosis es una enfermedad multifactorial y existen distintos factores de
riesgo para su desarrollo entre los que encontramos a la dislipidemia en la cual
existe un aumento de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y una disminucién de
lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Toth,2021).

Ademas de las dislipidemias, también existen otros factores de riesgo que se han
clasificado en causales, condicionales y predisponentes. Los factores de riesgo
causales son respaldados por diversos estudios, entre ellos encontramos al
consumo de tabaco, la hipertension arterial (HA), aumento del colesterol y la edad
(Lahoz & Mostaza,2007; Cisneros&Carranza,2013).

Los factores de riesgo condicionales se han asociado con mayor riesgo de
enfermedad arterial coronaria, pero no cuentan con una relacion causal avalada por

estudios epidemiologicos; entre ellos encontramos a la hipertrigliceridemia,
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marcadores inflamatorios, LDL pequefias y densas, entre otros (Lahoz &
Mostaza,2007; Cisneros&Carranza,2013). Finalmente, los factores de riesgo
predisponentes son aquellos que contribuyen al empeoramiento de los causales y
algunos condicionales; ejemplos de ellos son la obesidad, inactividad fisica,
antecedentes familiares y factores socioeconémicos y psicolégicos (Lahoz &
Mostaza,2007; Cisneros&Carranza,2013).

1.7. Etapas de la aterosclerosis.

La formacién de la placa aterosclerética es un proceso que puede iniciar en la
primera década de vida y permanecer asintomatica hasta llegada la edad adulta
donde ocurren las manifestaciones clinicas (Sarre et al., 2018).

La siguiente serie de figuras describen las etapas del proceso de aterosclerosis:

Figura 1b. Etapainicial del proceso de aterosclerosis (Melaku y Dabi, 2021).

Q— Monocyte T cell

Los monocitos circulantes se adhieren a la capa endotelial activada que expresa moléculas
de adhesion endotelial, y entonces migran al espacio subendotelial donde se diferencian a
macréfagos capaces de fagocitar LDL oxidados y convertirse en células espumosas
(Melaku and Dabi, 2021).
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Figura 1c. Progresién del proceso de aterosclerosis (Melaku and Dabi, 2021).
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Migracion de células de musculo liso vascular (VSCM) de la capa media a la intima,
proliferacion de VSCM residentes de la intima y de la media y sintesis de macromoléculas
de matriz extracelular como la colagena, elastina y proteoglicanos. Los macrofagos y VSCM
de la placa aterosclerética pueden morir en lesiones avanzadas, algunos por apoptosis. Los
lipidos extracelulares provenientes de la muerte celular pueden acumularse en la region
central de la placa, que frecuentemente se denomina nucleo necroético o lipidico (Melaku
and Dabi, 2021). Placas avanzadas también contienen cristales de colesterol y micro

vesiculas.

Figura 1d. Formacion de trombo derivado del proceso de aterosclerosis
(Melaku and Dabi, 2021).
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Estadio avanzado del proceso de aterosclerosis con la formacion de un trombo. La
trombosis es una de las complicaciones de la aterosclerosis, que frecuentemente se

complica con la ruptura de la placa aterosclerética. La ruptura de capa fibrosa permite que
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el trombo se extienda al lumen donde puede impedir el flujo sanguineo y causar isquemia

en distintos 6rganos (Melaku y Dabi, 2021).

Entre los mecanismos que desempefian un papel importante en la aterosclerosis
estan la inflamacion, presencia de especies reactivas de oxigeno que promueven la
formacion de LDL oxidado, y la disfuncion endotelial (Schaftenaar et.al.2016; Botet
et al.,2020; Prieto,2019).

La disfuncion endotelial (DE) es un evento descrito o reconocido como causa de
ECV y se define como la reduccién de la capacidad vasodilatadora del endotelio y
la perturbacion de su funcién homeostatica protectora debido a la alteracién del
metabolismo del 6xido nitrico (NO) y otros vasodilatadores (Konukoglu &
Uzun,2016; Xu et al.,2021). Entre las causas de la disfuncion se encuentran las
interacciones leuco-plaguetarias, inflamacion, estrés oxidante y proliferacion celular
o cualquier cambio que afecte las funciones endoteliales y altere su homeostasis
celular (Konukoglu & Uzun,2016; Xu et al.,2021).

1.8. Generalidades y funciones del endotelio

El endotelio es un 6rgano de superficie extensa formado por una monocapa de
células endoteliales que recubre a los vasos arteriales, venosos y linfaticos
vasculares; podemos encontrarlo en la sangre, érganos y tejidos, siendo el Unico
organo que se expone directamente a cambios de presion y flujo sanguineo (Xu et
al.,2021; Acosta et al.,2006).

Ademas de la funcion de barrera mecénica y biologica entre la sangre y la pared
vascular, el endotelio cumple con funciones importantes tales como el control del
trafico de macromoléculas y células inflamatorias, regulacion de la presion arterial,
reparacion de lesiones, intercambio y transporte de sustancias, metabolismo de
lipoproteinas, angiogénesis, regulacién de la coagulacién, trombosis y sistema

fibrinolitico, modulacion de células del muasculo liso y otras funciones
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ateroprotectoras, de reparacion tisular y relacionadas con patologias isquémicas
(Xu et al.,2021; Acosta et al.,2006; Konukoglu & Uzun,2016) . Todas estas funciones
son atribuibles a la capacidad del endotelio de convertir estimulos mecanicos en
sefales intracelulares bioquimicas que propician la adhesion y permeabilidad
celular. El endotelio participa también en la secrecién de sustancias vasoactivas
(relajacion/contraccion), inhibicion plaquetaria, modulacion ante estimulos
inflamatorios por factores de transcripcion (como NF«xB), la regulacion del sistema
fibrinolitico y la biosintesis de colesterol endotelial ante la tension de cizallamiento
por el flujo sanguineo y los estimulos de ciertas lipoproteinas (Badimon &
Martinez,2002; Konukoglu & Uzun,2016).

La regulacion del diametro de los vasos sanguineos y los cambios en el tono
vascular son una de las principales funciones del endotelio, que ademas de ajustar
el flujo sanguineo, participa en mantener la homeostasis mediante un balance entre
el estado vasoconstrictor y el vasodilatador (Carvajal,2017). En cuando al estado
vasodilatador, este se caracteriza por un estado
antioxidante/antinflamatorio/antitrombético debido a la produccién endotelial de
factores vasodilatadores como el NO, el factor hiperpolarizante de endotelio (EDHF)
y prostaciclinas, mientras que, el estado vasoconstrictor se caracteriza por un
estado prooxidante/proinflamatorio/protrombético debido a la produccién de
endotelina 1 (ET-1), angiotensina Il y tromboxano A2 (Mudau et al.,2012;
Carvajal,2017). Un estado excesivo de vasoconstriccion por sobre expresion de ET-
1 se ha relacionado con disfuncién endotelial al intervenir en la produccion de
compuestos vasodilatadores importantes para mantener las funciones del endotelio
(Baltazares et al., 2005).

1.9. Oxido nitrico y biomarcadores de disfuncion endotelial

El 6xido nitrico (NO) es un gas incoloro, vasodilatador y de vida media corta, liberado
desde el endotelio hacia las células de musculo liso vascular (VSMC). ElI NO
funciona como mensajero intra e intercelular y promueve la vasodilatacién debido a
la formacion de Guanosin Monofosfato ciclico (GMPc) producto de la activacion de

la enzima guanilato ciclasa soluble en el musculo liso (Konukoglu & Uzun,2016).
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Ademas de sus propiedades vasodilatadoras, el NO funciona como inhibidor de la
inflamacion, transmigracion leucocitaria, agregacion y adhesion plaquetaria y
proliferacion de células vasculares, jugando un papel importante en la fisiopatologia

de la aterosclerosis (Acosta et al,2006; Konukoglu & Uzun,2016).

ElI NO es sintetizado como un radical libre por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS)
a partir del aminoacido L-Arginina (L-Arg). Existen tres isoformas de la NOS, la NOS
endotelial (eNOS), la NOS inducible (iNOS) y la NOS neuronal (nNOS); de estas
tres isoformas la eNOS es la principal isoforma presente en el endotelio vascular
(Konukoglu & Uzun,2016). Ademéas de la L-Arg como sustrato, es necesario la
presencia de cofactores para la sintesis del NO, como (6R)-5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina (BH4), flavin adenin dinucleétido (FAD), flavin monocuclétido
(FMN), calmodulina (proteina fijadora de calcio) y protoporfirina de hierro (Hern)
(Mudau et al.,2012). La eNOS es estimulada por la acetilcolina, la bradicinina y la
histamina (Konukoglu & Uzun,2016); sin embargo, la actividad enzimatica de la
eNOS también se ve inhibida por factores como el factor de necrosis tumoral (TNF-
a), lipopolisacéaridos, hipoxia, altas concentraciones de LDLox, entre otros. Otro
inhibidor de la sintesis de NO es el aminoacido dimetil arginina asimétrica (ADMA),

ADMA compite con la L-Arg por el sitio activo de la eNOS (Acosta et al,2006;

Los niveles de NO han sido estudiados como biomarcadores de efecto en

padecimientos cardiovasculares asociados a la DE.

Un biomarcador es una respuesta o sefial fisiolégica cuantificable e inducida en
compuestos celulares, bioguimicos o relacionados con las funciones o estructura de
un organismo vivo ante la presencia de un xenobiotico. Los biomarcadores se
clasifican en biomarcadores de exposicion, susceptibilidad y efecto, siendo estos
ultimos los de nuestro interés al ser un indicativo de cambios bioquimicos en un

organismo ante la exposicion a xenobiéticos (Gil, s.f.)

Para estudiar los niveles de NO en estudios epidemiolégicos o modelos
experimentales, es necesario determinar los metabolitos estables del NO (NOx),
debido a que el NO tiene una vida media muy corta (0.1 segundos) y tiende a

reaccionar rapidamente con otras especies como el oxigeno (Benavides &
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Pinz6n,2008). La oxidacion del NO genera metabolitos estables como los nitritos
(NO2) y nitratos (NO3"), los cuales se forman ya sea por autooxidacion al reaccionar
con el O por reacciones con el radical superéxido o por la accion de la
oxihemoglobina en eritrocitos (Tsikas,2005). Los NOx que se encuentran en mayor
cantidad en fluidos corporales son los NOs respecto los NOz. (Benavides &
Pinzon,2008; Tsikas,2007). Los NOx estan presentes en fluidos biolégicos como
suero, plasma y orina, por lo que resultan adecuados para la evaluacién in vivo de

la sintesis dependiente de endotelio de NO (Tsikas,2007).

Estudios in vivo en humanos y mamiferos indican que el NO2 circulante, en
comparacion con el NOs , refleja la sintesis de NO dependiente de endotelio
(Tsikas,2005).

En la presente investigacion se abordaron a los NOx y a los elementos como la
enzima eNOS, L-Arg y ADMA como biomarcadores directos de DE, ya que son
participantes directos en su sintesis o el reflejo de ella.

La L-Arg es un aminoacido basico endégeno que participa en el ciclo de la urea, ya
que es un producto de desintoxicacion del amoniaco. La L-Arg es también
precursora de proteinas, centros enziméticos, ornitina y creatinina (Cylwik et
al.,2005).

Al ser precursor en la formacion de NO es considerada un biomarcador de DE,
indicando que, ante una disminucion de L-Arg, también disminuya la cantidad de
NO sintetizada (Cylwik et al.,2005). Entre los mecanismos implicados en la
reduccion de la L-Arg disponible para la eNOS se encuentra un aumento en las
concentraciones de ADMA, aumento en la actividad de la enzima Arginasa I,
encargada de la hidrolisis de la L-Arg con la subsecuente produccion de urea y L-
ornitina. La Arginasa Il también es capaz de inhibir la actividad de la eNOS debido
a la espermina, que es un producto intermedio del metabolismo de la Arginasa
(Mammedova et al.,2021).

Diversos estudios experimentales han observado que ante aumentos en la ingesta

de L-Arg (9 g/dia) en ratas existe un aumento en la cantidad de NO, contribuyendo
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a efectos benéficos sobre el endotelio, células de musculo liso y vasos cerebrales;
mientras que, estudios clinicos, han demostrado que la administracion de L-Arg (3-
15 g/dia, segun el grupo de estudio) disminuye la presion arterial, se asocia con
inhibicién plaquetaria y mejoras en el estado del endotelio vascular por lo que la L-
Arg se considera una alternativa terapéutica (Khalaf et al.,2019; Cylwik et al.,2005;
Rodrigues-Krause et al., 2018). Sin embargo, otros estudios han indicado que la
suplementacién con este aminoacido no representa mejoras en pacientes con
enfermedades cardiovasculares, obesidad y diabetes, por lo que aun existen
limitantes que permitan asegurar el efecto terapéutico en todas las poblaciones, en
especial en los sujetos sanos (Rodrigues-Krause et al., 2018). ElI fenbmeno que
explica estos resultados es llamado” paradoja de la arginina”. La paradoja describe
un fenémeno donde es necesario el aumento de la L-Arg extracelular para una
maxima liberacion de NO en las células a pesar de concentraciones citosolicas que
superan las requeridas para la actividad de la eNOS, ya que esta enzima utiliza
mayormente a la L-Arg extracelular. Sin embargo, ante suministros de dicho
aminoécido a largo plazo o en sujetos sanos, la ubicacion intracelular de la eNOS
no permite el acceso a grupos en exceso de L-Arg, por lo que se difunde a otras
ubicaciones celulares en donde se encuentran las Arginasas, reduciendo la
actividad de la eNOS por falta de sustrato (Mammedova,2021; EIms et al., 2013).

ADMA es un aminoacido producto enddgeno de la degradacion de proteinas
metiladas que podemos encontrar en plasma, células y tejidos (Acosta et al.,2006;
Mammedova et al.,2021). En las células endoteliales, ADMA es sintetizado a partir
de L-Arg por medio de la proteina arginina metiltransferasa clase 1 (PRMT-1) que
permite la dimetilacion asimétrica para después liberarse en la célula (Teerlink et
al.,2009). ADMA es transportado por medio de transportadores de aminoacidos
cationicos (CAT) e inhibe a la eNOS (Teerlink et al.,2009), por lo que impide la
produccion de NO al restringir el acceso hacia el sitio activo a la L-Arg, aun con las

cantidades intracelulares suficientes de este aminoacido (Mammedova,2021).
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Otros biomarcadores que se abordan en este trabajo son los biomarcadores
relacionados indirectamente con la sintesis del NO o que no interfieren directamente

con la via de sintesis de la NOS.

Diversos estudios determinan a la nitrotirosina como un marcador de estrés oxidante
dependiente de NO en tejido y sangre ante diferentes enfermedades. Ante altas
concentraciones de NO (micromolar), este puede reaccionar en un ambiente de
estrés oxidante con el radical superoxido (O27) llegando a formar peroxinitrito
(ONOOQO), el cual llega a actuar como un importante vasoconstrictor o como molécula
citotoxica al interactuar con moléculas como ADN, proteinas y lipidos. Ademas, el
peroxinitrito ocasiona un desacoplamiento de la eNOS y reacciona con la tirosina
de enzimas como la prostaciclina sintasa y superéxido dismutasa, produciendo
nitrotirosina y a la vez limitando la actividad de dichas enzimas, su papel mediador
endotelial y funcion protectora (Hanafy et al.,2001; Minzel at al.,2018).

Las endotelinas (ET-1, ET-2, ET-3), otro biomarcador de disfuncién endotelial, son
un grupo de péptidos con propiedades vasoactivas, siendo la ET-1 la mas
predominante y sintetizada principalmente por células endoteliales mediante
estimulos como hipoxia, lesiéon endotelial e isquemia. Sin embargo, sustancias
vasoactivas como el NO vy las prostaciclinas inhiben su produccion y secrecion
(Baltazares et al.,2005). Como modulacién de su respuesta vasoconstrictora, el
receptor de endotelina tipo B (ET-B) en células endoteliales, al tener contacto con
la ET-1, incrementa los niveles de GMCc y por consecuencia, liberacién de NO y

prostaciclina 12, ocasionando la relajacion del endotelio (Flores,2013).

La ET-1 es detectada en plasma y suero y se correlaciona con estados como
insuficiencia cardiaca. Sus niveles normales en plasma van de 1 a 2 pg/mL y

presenta una vida media de 4 a 7 minutos (Baltazares et al.,2005)

Otros biomarcadores que han permitido estudiar el estado de la funcion endotelial
gracias a que su activacion ante estados de inflamacion son las moléculas de
adhesion intercelular (CAMs) como la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-
1), vascular 1 (VCAM-1) y otras moléculas como la E Selectina. Biomarcadores

como la LDLox, células endoteliales circulantes (CECs), microparticulas
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endoteliales (EMPs), caveolina-1, citoquinas como las interleucinas 1, 4, 6 (IL-1, IL-
4, IL-6), TNF-a, plasminégeno 1y 2 (PAI-1y PAI-2), trombomodulina, Proteina C
Reactiva (PCR) entre otros, también se han asociado como indicadores de DE al
influir en la sintesis del NO, inhibiendo o aumentando su produccién por medio de
la NOS (Mudau et al.,2012; Carvajal,2017; Serrani,2010).

1.1 Exposicién a ozono y biomarcadores de disfuncion endotelial.

En el estudio FHS (Framingham Heart Study) se encontré una asociacion entre la
exposicidbn a ozono a corto plazo (1-5 dias) y una disminucion de la proteina
quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), asi como correlaciones negativas entre
ozono y niveles de NOXx. Por otra parte, exposiciones por periodos mas prolongados
se asociaron con un aumento de las concentraciones de interleucina 18 (IL-18) y la

masa de la fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas (Lp PLA2) (Li et al., 2019)

Otros estudios epidemioldgicos sobre contaminaciéon ambiental han encontrado una
asociacion inversa entre el ozono y la trombomodulina (TM) y positiva entre el ozono
y el factor tisular (TF) (Poursafa et al., 2011).

Biomarcadores sanguineos estudiados en sujetos mayores también presentaron
aumentos ante una mayor exposicion a ozono como lo son la ET-1 y la nitrotirosina,
los cuales se han asociado a vasoconstriccion y estrés oxidante respectivamente
(Balmes et al., 2019).
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Figura le. Marcadores cardiovasculares y efectos celulares asociados a la

exposicion a ozono.
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El efecto del ozono en el sistema cardiovascular se ve reflejado por afecciones en el tono

vascular, control de la presion arterial, variabilidad de la frecuencia cardiaca (HRV),

concentracion de marcadores inflamatorios en suero y estrés oxidante. Dichas afecciones

estan implicadas en eventos como isquemia cardiaca, hipertension arterial, insuficiencia

cardiaca, aterosclerosis, disfuncion miocardica inmediata, entre otros observados en

estudios epidemioldgicos, incluso la muerte (Srbot et al.,2009).
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JUSTIFICACION

De acuerdo con la OMS, el 99% de la poblacién mundial, se encuentra expuesta a
contaminantes atmosféricos en concentraciones mayores a las permitidas por los
organismos reguladores. La contaminacion atmosférica es una causa importante
para el desarrollo de diferentes enfermedades y muertes prematuras (OMS, 2021a).
El ozono es un contaminante atmosférico, principal componente del esmog, que se
ha asociado con efectos adversos como asma, trastornos neurodegenerativos,
hipertension, entre otros. En la CDMX, las concentraciones de ozono exceden
frecuentemente la normatividad nacional (65 ppb) e internacional (aprox. 50 ppb)
(DOF,2021) (SEMARNAT,2018); donde en temporadas de contingencia, las
concentraciones de 0zono estan por encima de 154 ppb (GOB.MX,2022).

El cambio climatico y el aumento en la emision de contaminantes precursores del
ozono por fuentes antropogénicas ha favorecido las condiciones para su formacién
convirtiéndose en un importante contaminante en los ultimos afios y del cual sus
concentraciones han ido en aumento, por lo que, es importante conocer sus efectos

en la salud.

En 2019, las ECV como la cardiopatia isquémica (CAD) y el accidente
cerebrovascular ocuparon los dos primeros lugares de muerte en el mundo,
causando el 16 y 11% del total de defunciones respectivamente (WHO,2020). De
acuerdo con el estudio GBD en 2019, las ECV siguen en aumento en todo el mundo,
duplicando los casos durante las ultimas tres décadas (1990-2019) y aumentando
también el nimero de muertes de 12.1 a 18.6 millones (Roth et al.,2020). En México,
durante el primer semestre del afio 2022, las ECV se consideraron la primera causa
de muerte segun el INEGI (INEGI,2023).

Los desenlaces causantes de mortalidad cardiovascular tales como CAD, isquemia
cardiaca e Iinfarto, entre otras, tienen como enfermedad subyacente a la
aterosclerosis (Cisneros&Carranza,2013). La aterosclerosis es un proceso
fisiopatologico donde convergen mecanismos de inflamacion, estrés oxidante,
proliferacion celular y disfuncion endotelial, entre otros (Landmesser,2004). Aunque

la evidencia es aun escasa, estudios previos han relacionado la exposicién a
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contaminantes como el ozono con mayor riesgo de aterosclerosis y sus desenlaces,
sin embargo, los mecanismos de causa han sido escasamente estudiados. Los
marcadores de disfuncion, estrés oxidante e inflamacion podrian ser moléculas que
ayuden a explicar el riesgo cardiovascular asociado con ozono desde un punto de
vista mecanistico. Por lo tanto, sea pretende realizar una revision bibliografica en
diferentes estudios de exposicién a ozono que midan los diferentes biomarcadores

relacionados con la sintesis del NO.

HIPOTESIS

La exposicién a ozono, tanto en estudios epidemiolégicos como experimentales,
modifica las concentraciones de biomarcadores de disfuncion endotelial (DE) tales
como L-Arginina, ADMA y NO, ademas de moléculas vasoconstrictoras e

interleucinas inflamatorias.

OBJETIVOS

Objetivo general
Realizar una busqueda bibliografica de estudios epidemioldgicos y experimentales
gue relacionen la exposicién a ozono con biomarcadores de disfuncion endotelial,
particularmente, aquellos involucrados en la sintesis de NO.
Objetivos particulares
e Conocer las generalidades del ozono, su formacién, la regulacion de sus
valores limite en el ambiente y las concentraciones presentes en la Ciudad
de México.
e Comprender la relacion entre el ozono como contaminante ambiental y los
desenlaces cardiovasculares en la poblacion.
e Conocer larelacion entre ozono y marcadores de disfuncion endotelial (NOX,
L-Arginina, ADMA, ET-1, entre otros)
e Entender la asociacion del ozono con biomarcadores directa o
indirectamente relacionados con la sintesis de NO.
e Presentar un posible mecanismo molecular por el cual la exposicion

ambiental a ozono repercute en la salud cardiovascular.
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e Sustentar bibliograficamente el uso de los biomarcadores de disfuncion
endotelial como indicadores de los efectos de la exposicion aguda a ozono

en la salud cardiovascular.

MATERIALES Y METODOS

Realizamos una busqueda bibliografica de articulos de investigacion sobre estudios
epidemioldgicos, in vitro y experimentales en animales mediante bases de datos por
internet como Pubmed, Google Académico, ScienceDirect, bidiUNAM ,SciELO,
Ovid Technologies, Springer Link, Taylor & Francis Group, Oxford Journals
Collection, asi como en revistas: Environmental Health Perpesctives, Journal of
Toxicology and Environmental Health,The American Journal of Pathology |,
Environmental Pollution, Environmental Toxicology and Pharmacology
Environmental International, ,Toxicological Sciences, Toxicology Letters, Molecular
and Cellular Biochemistry, Inhalation Toxicology, Environmental Pollution,
Environmental Research, American Journal of Epidemiology,
Arteriosclerosis,Thrombosis, and Vascular Biology (ATVB), Circulation,
Environmental Science & Technology, Pharmacological Reviews,BMC Public Health
, Lancet Planetary Health, entre otras.
Durante la busqueda se utilizaron palabras clave como:

e Ozono-disfuncién endotelial

e Contaminacién ambiental-biomarcadores

e Ozono-biomarcadores

e Ozono-cardiovascular

e Contaminacion ambiental-cardiovascular.
Ademas de las bases de datos, se buscO dentro de la misma bibliografia
referenciada en los articulos evaluados, permitiendo encontrar mas estudios
relacionados.
Se obtuvo una variedad de articulos provenientes de estudios epidemiolégicos de

exposicion controlada y ambiental en distintos paises como Estados Unidos,
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Canadd, China y ciertas zonas de Europa, asi como estudios experimentales en
animales.
Dentro de los articulos, se selecciono a aquellos que cumplieran con los siguientes
criterios:

1. Sujetos de estudio expuestos de forma ambiental o controlada a ozono.

2. Estudios que determinaran biomarcadores de disfuncion endotelial

relacionados de forma directa o indirecta con la sintesis de NO.
3. Medicion del biomarcador en la matriz bioldgica, seleccionando a los medidos

en circulacién o en tejido cardiovascular.

En los articulos evaluados, recopilamos la informacion que consideramos mas
relevante (Tablas 2a, 2b y 2c) como la poblacién de estudio, el método de
exposicion o tiempo en el que fue evaluado y en qué condiciones, la concentracion
de ozono a la que fueron expuestos, los biomarcadores seleccionados con la matriz
donde fueron medidos y los resultados significativos de estos (p<0.05), ademas de

las técnicas con las que fueron determinados los biomarcadores (Tabla 2d).

Figura 2a. Metodologia de investigacion acerca de la exposicién a ozono y

biomarcadores relacionados con la sintesis del NO.

Busqueda bibliografica en bases de
datos y referencias citadas

|

Seleccion de articulos con estudios de
exposicion a 0

|

Seleccion de estudios y biomarcadores
relacionados con la sintesis de NO en
circulacién o tejido cardiovascular

|

Recopilacién de informacidn relevante y
técnicas analiticas
(Tablas 2a, 2b, 2cy 2d )
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 3a. Estudios de exposicion a ozono y biomarcadores relacionados con la sintesis del NO.

Estudios epidemiologicos, in vitro y experimentales en animales con exposicion a ozono y determinacion de
biomarcadores relacionados con la sintesis de NO
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De acuerdo con la investigacion bibliografica, identificamos 17 estudios
epidemiologicos de exposicion a ozono (Tabla 2a), entre los cuales, 12
corresponden a exposicion ambiental y 5 a exposicion controlada. Todos éstos
evaluaron una exposicién a corto plazo (desde horas hasta un maximo de dos
semanas en solo un estudio), no obstante, no se encontraron resultados

estadisticamente significativos para la totalidad de los estudios.

Referente a los estudios de exposicion ambiental, en 3 de ellos se analizaron los
efectos en sujetos tanto con riesgos como con presencia de enfermedades
cardiovasculares (Mirowsky et al.2017) o con antecedentes de eventos como infarto
y cirugia cardiaca (Ruckerl et al.2007; Breitner et al.2016), en los que se evaluaron
biomarcadores de inflamacion y disfuncion endotelial en plasma como L-Arg,
interleucinas (IL-6 y 8), PCR y Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a). En los
estudios restantes se evaluaron sujetos sanos (Calderon-Garciduefias et al.2007; Li
et al.2017b; Xia et al.2018; Zhao et al.2019; Hu et al.2020; Ni et al.2021), estudios
gue incluian participantes con riesgo de ECV presentando padecimientos como
hipertension arterial y diabetes (Li et al.2017a; Li et al.2018) y sélo un estudio con
sujetos con antecedentes de asma (Thompson et al.2010), midiendo biomarcadores

en suero y plasma como interleucinas, factores de transcripcion, nitritos y ET-1.

Los estudios de exposicion controlada a ozono (Urch et al.2010; Devlin et al.2012;
Bennett et al 2016; Stiegel et al.2016; Balmes et al.2019) también analizaron en
plasma y sangre total las concentraciones de biomarcadores de inflamacion y estrés
oxidante como interleucinas, PCR, TNF-a, ET-1 y nitrotirosina, siendo estos,

biomarcadores indirectos de disfuncién endotelial.
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Tabla 2a. Estudios epidemioldgicos de exposicion a ozono y determinacion

de biomarcadores relacionados a la sintesis de NO.

Referen Poblacion Método Exposicién | Biomarca | Resultados
cia a 0zono dor significativos
Media (DE) | relaciona
(ppb) do a NO
Exposicion ambiental
Caldero6 | n=81 Acumulado ET-1 -
n- 6-13 afos 1-7 dias | POrhora (1-
7 dias
Garcidu | 3 zonas de respectivam
~ . ente): 500-
efias et | México,2003- 4500
al.2007 | 2004 (dependien
do la zona
del grupo)
Ruckerl | n=1003 0-5 dias 14.4-30.99 IL-6y -
et sobrevivientes (V_arla entre PCR
ciudades)
al.2007 | de infarto al
miocardio
35-80 afios
6 ciudades de
Europa,2003-
2004
Thomp | n=45 (n=10| O0-7 dias 21,94 IL-6 0
(15,78)
son et|con
al.2010 | antecedentes
de asma
controlada)
18-40 afos
Canada, 1999-
2006
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Breitner
et
al.2016

n=2869
pacientes con
cirugia
cardiaca
Media
(DE)=59.4(12.
1) afos

EE. UU.,2001-
2010

0-5 dias

43.3(15.9)

L-Arg

Li et
al.2017
a

n=3996
incluye sanos
y con ECV,
diabetes e HA.
Media
(DE)=53.5(14.
2) afios

EE. UU.,1998-
2011

1-7 dias

23.7 (10.9)

Resultados
escalados a
10 ppb

TNF-a
TNRF-2
IL-6
PCR

1TNRF-2

Li et
al.2017
b

n=31
Media
(DE)=46(5)
afos
China,2014

0-6 horas,
7-12 horas,
13-24
horas, 1
dia, 2 dias
y 0-7 dias

29.6(13)

TNF-a
IL-113
PCR

1IL-1R

Mirows
ky et
al.2017

n=13
Pacientes
hombres con
enfermedad
arterial
coronaria
53-68 afios

0-5 dias

26 (10)

IL-6
TNF-a
IL-8
IL-113
PCR

T IL-6 alos 2
y 3 dias

1+ TNF-a a los
2 dias
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EE. UU. ,2012-
2014

Li et | n=3820 1-7 dias 23.2 (11.2) IL-18 T1L-18
al.2018 | incluye sanos,
con ECV,
diabetes e HA.
Media
(DE)=56(15)
afos
EE. UU.,
1998-2005
Xia et | n=4019 Medicién 17.97- ET-1 T ET-1
al.2018 | 29 afios personal en 22;;8(13516 EDN1 | metilacion
China,2016 periodos de . de EDN1 en
hasta 8 locus 1
horas
(lags 0-2 h)
Zhao et | A: n=1330 0-14 dias A: IL-6 | hs-PCR en
al.2019 | 10 afios 35'5|(31_4'7) hs-PCR ciertas
B: n=1591 36.3(i2.3) poblaciones
15 afos y
Alemania,199 adolescentes
5-1999 de 15 afos
ante niveles
bajos de
0zono
Hu et|n=53 Exposicion Exterior: IL-(113, A: | IL-(6,
al.2020 | Media (DE): | en exterior | A:6.9(4.4) | 4,6,8,10, 17A,10) e
31.4(7.3) ailos | e interiores | B:8.1(4.7) | 17,17A), IFN-y
(con un C:9.0(3.5)
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China,2014- aumento de | D:8.7(2.1) IFN-y y B: | IL-
2015 3-10 ppb en TNF-a (6,17A,4,10)
el interior) e IFN-y,
A:12 horas C: 1 IL-(18,
B: 24 horas 6) e TNF-a
C:1 D: 1 IL-(1R,
semana 6, 8,17A),
D: 2 IFN-y y TNF-
semanas a
Ni et |n=740 incluye | O0-7 dias Alrededor sLOX-1 -
al.2021 | fumadores, de 20 NO2
con diabetes e
HA.
46-89 afnos
EE. UU.,2002-
2007
Exposicién controlada
Urch et | n=23 2 horas 120 IL-6 -
al.2010 | 21-40 afos TNF-a
Asmaticos vy
no asmaticos
Canada,1999-
2003
Devlin | n=23 2 horas (2 300 TNF-a T TNF-aq, IL-
et 19-33 afos veces) con IL-6 13y PCR
al.2012 ejercicio IL-113
alternado PCR
Bennett | n=19 con peso | 2 horas con 400 IL-6,8 11L-6 y PCR
et normal 4 periodos TNF-a | TNF-a
al.2016 | n=19 obesos de ejercicio IL-113
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Media de 15 PCR en sujetos
(DE):27.7(5.2) minutos obesos
afos

Stiegel | n=15 2 horas 300 IL-4,8 -

et 18-55 afos IFN-y y

al.2016 TNF-a

Balmes | n=87 3 horas (3 70y 120 ET-1 1 ET-1 con

et 55-70 afios veces) con IL-6 exposicion

al.2019 ejercicio PCR de 120 ppb

alternado Nitrotirosi | |Nitrotirosina
na

ET-1: Endotelina 1, EDN1: Gen codificante de ET, TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral Alfa, INF-y:
Interferébn Gamma, IL: Interleucina, sLOX-1: Receptor-1 soluble de lipoproteina de baja densidad
oxidada similar a la lectina, NO2: Nitritos, eNOS: Oxido Nitrico Sintasa Endotelial, iNOS
: Oxido Nitrico Sintasa Inducible NOx: Nitritos mas nitratos, TNRF-2: Receptor-2 del Factor de
Necrosis Tumoral, PCR: Proteina C Reactiva, hs-PCR: PCR de alta sensibilidad, L-Arg: _L-Arginina

Entre la busqueda literaria, sélo recopilamos un estudio in vitro (Pruniki et al.2020)
en donde se evalué la eNOS por medio de PCR en tiempo real en lineas celulares
endoteliales aorticas y microvasculares cardiacas incubadas con plasma de 10
participantes expuestos a corto plazo a ozono ambiental en los Estados Unidos.
También se evaluaron interleucinas en la misma matriz biolégica, sin embargo, no
se mostraron resultados estadisticamente significativos en ninguno de ellos (Tabla
2b).
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Tabla 2b. Estudios in vitro de exposicion a ozono y determinacion de

biomarcadores relacionados a la sintesis de NO.

Referen | Poblacion Método Exposicién | Biomarcador | Resultados
cia aozono |relacionado a | significativos
Media NO
(DE) (ppb)
Pruniki | n=100 Exposicién Mediana | eNOS en -
) . (percentil .
et 14-18 ambiental en 25. 75): células
al.2020 | afios sujetos y 64,1 endoteliales
. (56,3— .
EE. UU. posterior 68.6) estimuladas
extraccion de con plasma
sangre. IL-113
(0-7 dias) IL-6

eNOS: Oxido Nitrico Sintasa Endotelial, IL:Interleucina

La exposicion de los sujetos a 0zono ambiental en los estudios epidemiolégicos fue
variada de acuerdo con la zona monitoreada. Algunos de estos presentan los
niveles de exposicién a ozono con promedios maximos de 8 horas (Ruckerl et
al.,2007, Breitner et al.,2016, Li et al.,2017b, Zhao et al.,2019) y 1 hora (estudios Hu
et al.,2020), los cuales pueden ser comparados con la normatividad establecida por
la OMS, la NOM-020-SSA1-2021 en México y la Agencia de Proteccion Ambiental
de los Estados Unidos (EPA) que indica valores de aproximadamente de 50 ppb
(OMS), 65 ppb (NOM-020) y 70 ppb (EPA) para promedios maximos de 8 horas y
90 ppb (NOM-020) para maximos de 1 hora. De acuerdo con las concentraciones
reportadas, ningun estudio excede la normatividad establecida.

Como se observa en la tabla 2a, los estudios de exposicidon controlada a ozono
utilizaron concentraciones del contaminante mucho mayores que las reportadas en
los estudios de exposicion ambiental presentados, sin embargo, las
concentraciones se acercan a las reportadas durante ciertos periodos del afio en
algunas ciudades urbanas como la Ciudad de México y Beijing, China, ademas de

que el tiempo de exposicion es menor al que se exponen los sujetos en su
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cotidianidad ante temporadas altas de ozono (Urch et al., 2010; Devlin et al.,2012).
De acuerdo con el estudio Genética Enfermedad Aterosclerotica (GEA) realizado en
adultos de la CDMX, las concentraciones anuales de ozono a las que se expusieron
de 2008 a 2013 se encontraron alrededor de 80 ppb, las cuales fueron mayores a
las de otros paises como Estados Unidos, China y paises de Europa (Posadas et
al.2022). En cambio, en temporadas de ozono (meses de febrero a junio), por
ejemplo, en ciertas zonas del Valle de México durante el mes de marzo del 2023 se
reportaron concentraciones de ozono mayores a los 150 ppb, activando las fases
de contingencia ambiental (Barrios,2023).

Ademas, se han reportado efectos sobre inflamacion sistémica y funcién pulmonar
con concentraciones de 100-300 ppb de ozono en otros estudios de exposicion

controlada (Balmes et al.,2019).

Conforme a la Tabla 2a, los biomarcadores con cambios significativos en sus niveles
en suero o plasma fueron ET-1, IL-6, L-Arg, TNRF-2, IL-1B, TNF-a, IL-18, metilacion
de EDN1, PCR, IL-10, IL-17A, IFN-y, IL-8 y nitrotirosina, no obstante, los aumentos
o disminuciones no fueron coincidentes entre todos los marcadores como TNF-a e

IL-6 debido al tiempo de exposicion evaluado.

La Tabla 2c muestra los 11 estudios identificados en grupos de animales
experimentales como ratas y ratones expuestos por horas a altas concentraciones
de ozono (en su mayoria 800 ppm) durante semanas, entre ellos, 5 estudios
examinaron los biomarcadores en suero (Wang et al.2013) y plasma (Bouthillier et
al.1998; Thomson et al.2005; Thomson et al.2006; Kumarathasa et al.2015) y 6
estudios en tejidos cardiovasculares de corazon, aorta y ventriculo (Sanchez-
Gonzalez et al.2004; Chuang et al.2009; Perepu et al.2010; Kodovanti et al.2011;
Perepu et al.2012; Sethi et al.2012). S6lo uno de los estudios presentados, posterior
a la exposicion de ozono reporto lesiones de isquemia y reperfusion en el corazén
extraido de las ratas (Perepu et al.2010).

En cuanto a los biomarcadores incluidos, estos se clasificaban como de inflamacion,

estrés oxidante e indirectos y directos de disfuncién endotelial, entre los que
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encontramos a las interleucinas, ET-1, nitrotirosina, TNF-a, caveolinas, eNOS e
INOS y metabolitos del NO.

En su mayoria (a excepcion de dos estudios), se presentaron resultados

estadisticamente significativos en cuanto a los biomarcadores examinados y la

exposicion a ozono, reflejados en cambios en los niveles del ET-1 y 3, BigET-1,

NOX, eNOS, IL-10, TNF-a, ETR-Ay B, Caveolinaly 3.

Tabla 2c. Estudios experimentales en animales de exposicion a ozono y

determinacion de biomarcadores relacionados a la sintesis de NO.

Referen | Poblacion Método Exposicion | Biomarca | Resultados
cia a O3 dor significativos
Media relaciona
(DE) (ppb) | doa NO
Bouthilli | 6 ratas | 1-3 dias 800(40) ET-1en -
et Fischer plasma
al.1998
Sanche | 24 ratas | 4 horas/dia de 250 ET-1 J ET-1
z- Wistar 7,14 y28 dias NOx en 1 NOx
Gonzal | macho plasma | Alos 14 dias
ez et al Nitrotirosi | en plasma
.2004 na Deteccion de
iINOS iINOS y
en aorta | nitrotirosina
en el tejido
dependiente
del tiempo
Thoms | Grupos de 4 |5 dias durante | 400-800 ET-1 1
on et |ratas 4 horas BigET-1
al.2005 | Fischer-344 en
plasma
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Thoms | 4-12 ratas | 5 dias durante 800 ET-1,2y TET-1y 3
on et al. | Fischer-344 | 4 horas 3en
2006 macho plasma
Chuang | Gruposde 5 | C57Bl/6:105 500 NOX, | NOx, eNOS
et ratones dias, 8 h/dia eNOS en
al.2009 | macho apoE-/-: 5 tejido
C57Bl/6 y dias/semana, vascular
apoE-/- 8 h/dia
Perepu | Grupos de 6 | 28-56 dias, 8 800 TNF-a } IL-10
et ratas horas /dia con IL-10 en 1 TNF-a
al.2010 | Sprague— posteriores corazon
Dawley lesiones  de
isquemia y
reperfusion.
Kodava | 20 ratas 1: 5 h/dia, 1 1: 0,403 LOX-1, |[1: 1 ET-1,
nti et | Wistar Kyoto | dia/semana (0,051) TNF-a, | ETR-A,
al.2011 | macho por 16 2: 510- ET-1, eNOS, LOX-
semanas. 1000 eNOS, |1
2: 5 h/dia ETR-Ay |2: 1 ET-1,
durante 2 dias ETR-B | ETR-B a
consecutivos en aorta | 1000 ppb
y
corazén
Perepu | Grupos de 6 | 28-56 dias, 8 800 TNF-a } IL-10
et ratas horas /dia IL-10en | 1 TNF-a
al.2012 | Sprague— corazén
Dawley
macho
adultas
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Sethi et | Grupos de 4 | 28-56 dias, 8 800 TNF-a 1 TNF-a a los
al 2012 | ratas horas /dia Caveolin | 56 dias
Sprague— a-1y 3 | Caveolina-1
Dawley En 1 Caveolina-3
adultas membran | a los 28 dias
a de|y | a los 56
ventricul | dias
0
izquierdo
Wang Grupos de 6| 4 horas, 2 810 ET-1 en -
et ratas Wistar | veces por 3 plasma
al.2013 semanas IL-6 en
continuas suero
Kumara | Grupos  de | No informado 400-800 | ET-1,2,3 TET-1y
thasan | 22-23 ratas | Medicién a las BigET-1 BigET-1
et Fischer-344 |0y 24h 3-
al.2015 nitrotirosi
na
NO2 en
plasma

ET-1: Endotelina 1, BigET-1: Precursor de ET-1-1, TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral Alfa, IL:
Interleucina, LOX-1: Receptor-1 de lipoproteina de baja densidad oxidada similar a la lectina, NO2:
Nitritos, ETR-A, B: Receptor de Endotelina-A y B, eNOS: Oxido Nitrico Sintasa Endotelial, iNOS

: Oxido Nitrico Sintasa Inducible NOx: Nitritos mas nitratos

En los estudios realizados en animales, so6lo uno de ellos manejé exposiciones
menores a los 400 ppb (Sanchez-Gonzalez et al.,2004), basandose en condiciones
gue pudieran ser cercanas a concentraciones de ozono es ciudades contaminadas
como la CDMX en ciertas temporadas y horas del dia. A pesar de esto, la exposicion
se realizo durante un periodo de 7 a 28 dias basandose en estudios anteriores que

mostraban efectos tdxicos bajo esos estandares de exposicion.
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Los otros estudios en animales manejaron altas concentraciones de 0zono que van
hasta los 800 ppb en la mayoria de ellos, dosis que asemejaran a las que pudieran
causar efectos de importancia en la salud humana de acuerdo con algunos factores
pulmonares como frecuencia respiratoria y la superficie alveolar para
posteriormente hacer un escalamiento a los animales (Thomson et al.,2005).
Ademas, los roedores presentan una menor susceptibilidad al ozono que los
humanos debido a factores intrinsecos como su respiracion nasal obligada (Chuang
et al.,2009), momento de exposicion, asi como una mayor eficiencia de absorcién
por lo que es necesario aplicar niveles mas elevados del gas para no subestimar
resultados a concentraciones semejantes a las de la exposicion en humanos. En
general, se observan resultados estadisticamente significativos empleando
concentraciones 5 veces mayores de ozono en los roedores comparados con los

humanos (Perepu et al.,2010).

De acuerdo con el informe final en el afio 2020 por la Evaluacién Cientifica Integrada
(ISA, por sus siglas en inglés) para el ozono y los oxidantes fotoquimicos
relacionados, basandose en una revision de estudios acerca de la exposicion a
ozono aguda y crénica, esta considera que la evidencia es sugerente, pero no
suficiente para asegurar una relacion causal ozono-ECV (US EPA,2020). En cuanto
a su evaluacioén en el afio 2013, se concluyé que los estudios de toxicidad a corto
plazo de ozono en animales mostraban evidencia de DE y deterioro de la funcién
cardiaca, mientras que los estudios en humanos eran inconsistentes y limitados, asi
como no han aumentado lo suficiente hasta entonces (US EPA,2020). Esta
informacion es concisa con nuestros resultados presentados, ya que, en el caso de
los estudios epidemioldgicos, los resultados en cuando a la presencia de
biomarcadores no fueron consistentes entre estudios y en algunos casos, nulos.

Segun la ISA, otro de los factores influyentes en la afeccién cardiovascular dada por
el ozono es la edad, existiendo evidencias de que los nifios y adultos mayores son
poblaciones de mayor riesgo, sin embargo, los resultados pueden ser
contradictorios entre ellos. La presencia de enfermedades predisponentes aumenta

el riesgo en las afecciones, en especial el asma, ECV y diabetes; no obstante, los
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resultados sobre ECV son limitados (US EPA 2020). En los resultados dados en
nuestra investigacion, no hubo resultados significativos en todos los estudios en
sujetos con diagnostico o riesgo de ECV (Tabla 2a), es decir, no presentaron
mayores niveles de biomarcadores analizados ante aumentos en las
concentraciones de ozono.

Calderon-Garciduefias et al. (2007), Zhao et al. (2019) y Pruniki et al.
(2020) llevaron a cabo sus estudios en una poblacién de nifios de 6 a 13 afios, 10y
15 afios, asi como de 14 a 18 afos respectivamente, sin embargo, no se
presentaron resultados significativos en alguno de ellos (Tabla 2a y 2b).

Los estudios relacionados con mortalidad cardiovascular y ozono también muestran
evidencias ambiguas; estudios realizados en China, mostraron un mayor riesgo de
mortalidad cardiovascular ante la exposicién a ozono (Guo et al.,2022), asi como
otros estudios en los EE. UU. y Europa, asociandolos ante aumentos del 10 ppb de
0zono con incrementos en la mortalidad y hospitalizaciones por IAM y aterosclerosis
coronaria, ademas de problemas respiratorios (Srebot et al.,2009).

Un estudio realizado en 48 ciudades de EE. UU. entre 1989 y el afio 2000 encontrd
una asociacion de un aumento de 0.3% en la mortalidad debida a aumentos de 10
ppb de ozono en el lag 0 en verano y un aumento del 0.5% en ECV; sin embargo,
existen limitaciones en el andlisis, ademas de que es probable que la asociacion se
haya dado por el elevado riesgo de mortalidad de las personas que sufren eventos
como IAM u otras condiciones (Zanobetti & Schwartz,2008).

El proyecto ESCALA determiné un aumento en la mortalidad en Latinoamérica
asociada ante altas concentraciones a ozono, siendo en CDMX mayoritariamente
asociada con muertes por causas naturales y con un mayor riesgo en lactantes
(Romieu et al.,2012).

Los biomarcadores determinados se relacionan directa e indirectamente con la
sintesis del NO mediante diferentes mecanismos. Entre los biomarcadores de
relacion directa encontramos a la L-Arg, la eNOS y los NOx. Como hemos
mencionado, la L-Arg es un aminoacido sustrato de la enzima eNOS para la

produccion del NO, por lo que dichos biomarcadores al verse alterados también
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afectarian los niveles de NO sintetizados (Acosta et al.,2006). Por otro lado, los NOx
son metabolitos analizados ante la imposibilidad de medir el NO debido a su corta
vida media (Benavides & Pinz6n,2008).

La mayoria de los biomarcadores analizados son de relacién indirecta con la sintesis
del NO. Entre ellos se encuentra la familia de las endotelinas, siendo la ET-1 la
isoforma mas predominante, sintetizada en células epiteliales y de accion
vasoconstrictora. Existen al menos dos grupos de receptores de endotelinas que
median los efectos de vasoconstriccion o vasodilatacion. Entre ellos encontramos
al ET-B que se encuentra principalmente en las células endoteliales, su estimulacion
media los efectos mencionados, estimula la produccion de GMPc y con esto la
liberacion de NO. Asi mismo, vasodilatadores como el NO y la prostaciclina inhiben
la produccién de ET-1. La produccion de ET-1 se ve estimulada por citocinas,
angiotensina I, trombina y ROS. La disfuncion endotelial se desarrolla ante la
disminucién en la produccién del NO por la sobreexpresion de vasoconstrictores
como la ET-1 (Baltazares et al.,2005). Los estudios que presentaron resultados
estadisticamente significativos con ET-1, reportaron aumentos ante la exposicion a
0zono, a excepcién de un estudio en ratas con exposicion a ozono de 250 ppb
(Sanchez-Gonzélez et al.2004).

Los estudios también midieron marcadores de inflamacién, ya que las células
endoteliales también son blancos de la respuesta inflamatoria. Algunos de ellos se
ven involucrados en la sintesis del NO debido a estimulos inmunolégicos de la INOS
independiente de calcio (como la NOS 1l), por ejemplo, TNF-a producido por
macrofagos y células T activadas, IL-6 e IL-1 y 8, activa a las células endoteliales y
la produccion de NO. De igual forma se presenta una respuesta anti-inflamatoria
que involucra a la IL-4 y 10 (Konukoglu & Uzun,2016).

Otros como el LOX-1, también juegan un papel importante en el desarrollo de DE y
aterogénesis, ya que permiten que la LDLox ejerza sus efectos sobre las células
epiteliales. Uno de los efectos que tiene dicho receptor de lipoproteina es la
activacion de la Arginasa Il, lo que lleva a la supresion de los niveles de NO y
aumenta el tono vascular (Ramos & Toledo,2020)
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La nitrotirosina fue otro de los biomarcadores analizados por algunos estudios,
como se menciono, esta es el resultado del proceso de nitracién ante los altos
niveles de NO, su oxidacion y su posterior reaccion con la tirosina, todo esto en un
ambiente de estrés oxidante. Su produccion también se ve influenciada por la
activacion de las citocinas inflamatorias a la NOS |l en el proceso de aterosclerosis,
aumentando también la produccién de NO. A su vez, la nitracion de tirosina resulta
en un mayor reclutamiento de citocinas y por lo tanto activacion de la NOS Il (Hanafy
et al.,2001).

La PCR también tiene un papel en las ECV y es un importante marcador de
inflamacion. Es inducida en respuesta a dafio tisular, regulada por citocinas como
la IL-6, IL-1 y TNF-a. Se encuentra en las fases del proceso de aterosclerosis, asi
como se ha considerado un predictor de episodios cardiovasculares agudos. Entre
los mecanismos pro-aterogénicos se encuentran en desarrollo de DE por su
depdsito en la intima de las arterias, facilitando el reclutamiento de células
inflamatorias y LDLox, ocasionando lesiones vasculares y células espumosas.
Incrementa la produccién de factores de coagulacion y metaloproteasas, asi como
disminuye la secrecion de NO por la reduccion de la expresion de la NOS en el
endotelio (Manzur et al.,2011).

Los biomarcadores analizados, fueron cuantificados mediante diferentes técnicas,
y en el caso de los estudios epidemiolégicos, en matrices biolégicas como suero y
plasma (Tabla 2d). En cuanto a las técnicas mas utilizadas, fueron los
inmunoensayos como el Ensayo Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)
principalmente, utilizadas en la deteccion de las citocinas, PCR, ET-1 y
nitrotirosinas, ya sea por kits comerciales o por laboratorios independientes. Los
limites de deteccion y rangos también fueron variados, sin embargo, con esta
técnica de inmuno analisis, fueron similares. La técnica ELISA suele ser muy
utilizada por su alta sensibilidad de deteccion, su adaptacion a los protocolos
experimentales y la disponibilidad de los kits en el mercado (Swanson et al., s.f.),

Las metodologias también utilizaron otras técnicas con equipos automatizados

como citometros de flujo y espectrémetro de masas, los cuales también cuentan con
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una alta sensibilidad y permiten un analisis en menor tiempo, asi como mediciones
simultdneas (CNB,2008), por lo que, para analizar una muestra con grandes

cantidades de analitos, es de gran utilidad.

Tabla 2d. Técnicas analiticas en la determinaciéon de los biomarcadores en

estudios epidemiologicos.

_ _ Matriz Técnica analitica/ Limites de
Referencia | Biomarcadores . .
biologica deteccion
ELISA QuantiGlo
Calderon- Media min. detectable: 0.064
Garciduefias ET-1 Plasma pg/mL
et al.,2007 R: 0.3-250 pg/mL
LD:0.102 pg/mL
ELISA
IL-6
LD: 0.7 pg/mL
Ruckerl et
Plasma R: 3.1-300 pg/mL
al.,2007
Inmunonefelometria, Dade
PCR _
Behring
Thompson et ELISA
IL-6 Plasma
al.,2010
Breitner et Espectrofotometria de masas
L-Arg Plasma
al.,2016 Rango de ensayo: 5-1000 pmol
IL-6 ELISA
Suero Inmunonefelometria, Dade
PCR
Behring e inmunoturbidometria
_ ELISA
Lietal, o
TNF-a Sensibilidad: 5.5 pg/mL
2017a
Rango: 15.6-1000 pg/mL
Plasma
ELISA
TNFR-2 LD: 2.3 pg/mL
R: 7.8-500 pg/mL
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Li et
al.,2017b

TNF-a

IL-1B

PCR

Suero

ELISA
LD: 0.7 pg/mL

ELISA
LD: 0.8 pg/mL

ELISA

Mirowsky et
al.2017

IL-6

TNF-a

IL-8

PCR

IL-1B

Plasma

ELISA
LD: <2 pg/mL
R: 6.25-400 pg/mL

ELISA
LD: 2.321 pg/mL
R: 19.5-1250 pg/mL

ELISA
LD: <5 pg/mL
R: 6.25-800 pg/mL

ELISA

ELISA
LD: <1 pg/mL
R: 4.69-600 pg/mL

Li et al.,2018

IL-18

Plasma

ELISA
LD: 12.5 pg/mL

Xia et
al.,2018

ET-1

EDN1

Suero

ELISA
LD: 0.207 pg/mL
R: 0.4-25 pg/mL

Reacciobn en cadena de
polimerasa de bisulfito

pirosecuenciacion

Zhao et
al.,2019

IL-6

hs-PCR

Suero

Citémetro de flujo
R: 40-10000 pg/mL

Tina-quant® CRP
R: <1-350 mg/L

49



LB Cytokine/Chemokine Magnetic
Bead Panel LD:0.8 pg/mL
IL-4 LD: 4.5 pg/mL
IL-6 LD: 0.9 pg/mL
Hu et
IL-8 Plasma LD: 0.4 pg/mL
al.,2020
IL-10 LD: 1.1 pg/mL
IL-17A LD: 0.7 pg/mL
INF-y LD: 0.8 pg/mL
TNF-a LD: 0.7 pg/mL
ELISA
sLOX-1
. R: 31.2-2000 pg/mL
Ni et : :
Plasma Ensayo Colorimétrico
al.,2021 _ o
NO2 Nitratos/Nitritos
R: 6-400 uM
Urch et IL-6 ELISA
Plasma
al.,2010 TNF-a
TNF-a Hemocitometro
IL-6
Devlin et IL-1B
Sangre
al.,2012 ELISA
PCR LD: 0.124 ng/mL
R: 1.9-150 ng/mL
Inmunoensayo V-PLEX
IL-6 LD: 0.06 pg/mL
R: 0.06-488 pg/mL
Bennet et LD: 0.07 pg/mL
IL-8 Plasma
al.,2016 R: 0.07-375 pg/mL
LD: 0.04 pg/Ml
TNF-a Pd
R: 0.04-248 pg/mL
PCR LD: 1.33 pg/mL
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R: 1.33-49600 pg/mL
LD: 0.05 pg/mL
IL-1B Pd
R: 0.05-375 pg/mL
L4 Inmunoensayo sandwich
LD: 0.31 pg/mL
Stiegel et
IL-8 Plasma LD: 0.14 pg/mL
al.,2016
TNF-a LD: 0.48 pg/MI
INF-y LD: 0.39 pg/mL
Inmunoensayos basados en
esferas Luminex
PCR
LD: 0.4 pg/mL
Balmes et R: 9.77-40000 pg/mL
Plasma
al.,2019 L6 LD: 0.4 pg/mL
R: 9.77-40000 pg/mL
ET-1
I ELISA
Nitrotirosina

LD: Limite de deteccion o sensibilidad
R: Rango

No todos los estudios reportaron las especificaciones de sus técnicas de andlisis

Como se observa en los resultados presentados, la mayoria de los biomarcadores
corresponden a aquellos de tipo relacion indirecta con el NO, por lo que resulta
interesante adentrarnos en los andlisis de biomarcadores de tipo directo que puedan
ser medidos en matrices como suero y plasma en humanos para conocer de forma
mas especifica los efectos del ozono en la sintesis del NO. Estos biomarcadores
incluyen a lo NOx, la L-Arginina y ADMA. Para el caso de los NOx, encontramos un
mayor nimero de estudios en animales en donde fueron analizados.

De acuerdo con Breitner et al. (2016), los niveles de L-Arg cuantificados fueron
alrededor de 66 (MD:65.6 (19.6)) UM en pacientes sometidos a cateterismo cardiaco
y con prevalencia de ECV. Estos niveles se encuentran por debajo de los niveles

reportados por otros estudios en sujetos control que van de los 70 a los 100 uM en
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suero, analizados mediante Extraccién en Fase Soélida (SPE), Cromatografia de
Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC) y Cromatografia de Intercambio Iénico (IEX)
(Erdélyi-Botor et al.,2016; Barassi et al.,2017; Hess et al.,2017; Hong et al.,2010).
Para el estudio de las concentraciones de L-Arg, en estudios epidemioldgicos y
experimentales se han determinados sus concentraciones por métodos
inmunologicos tales como el ELISA, Cromatografia de Interaccion Hidrofilica
(HILIC), HPLC de fase reversa, IEX, técnicas de dilucién y ultrafiltracién, SPE, por
precipitacion de proteinas y espectrometria de masas (Martens-Lobenhoffer &
Bode-Bdger,2014).

De acuerdo con los parametros farmacocinéticos, tras la administraciéon oral e
intravenosa de L-Arg, esta presenta un tiempo de vida media que va de 40-75
minutos, dependiendo de la dosis y via de administracion (Bode-Boger et al.,1998).

En cuanto a los niveles de NO2 presentados en el estudio por Ni et al. (2021) estos
fueron de 24.7 uM en una cohorte que incluia a sujetos fumadores, con diabetes e
HA. Estos niveles fueron mayores a los reportados en un estudio por Wang en el
2020 en sujetos control en suero (Wang et al.,2021). Ambos estudios se midieron
mediante el ensayo de Griess.

Entre los métodos utilizados para la medicién de NOx encontramos al ensayo de
Griess, la Cromatografia de Gases/Masas (GC-MS), métodos espectrofotométricos
y ultravioleta, ensayos fluorométricos, quimioluminiscencia (CL), HPLC,
Electroforesis Capilar (CE) y Cromatografia de Gases (GC) y métodos analiticos

basados en espectrometria de masas (Tsikas,2005).

En sangre humana, los NO2" presentan una vida media de alrededor de 13 minutos,
mientras que los NO2 y NOs almacenados en hielo e incubados a 37° C no cambian
su concentracion en al menos 60 minutos (Tsikas,2005). Otros estudios han
reportado una vida media de 15 a 45 minutos de los NO2 en circulacion con
concentraciones basales de 0.2-0.5 uM. En el caso del NOs", este registra una vida
media en plasma de hasta 6 horas después de su consumo en vegetales (Kapil et
al.,2020).
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Una vez separado el plasma, estos metabolitos son estables a -20°C por al menos
1 afio (Giustarini et al.,2008).

En cuanto al biomarcador ADMA, este ha sido estudiado en plasma. suero y saliva
en pacientes con migrafa y lesiones cerebrales (Erdélyi-Boétor et al.,2016), diabetes
tipo 2 y prediabetes (Wieczor ET AL.,2020), mujeres expuestas a Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (HAP) (Pruneda-Alvarez et al.,2016), ECV (Isola et al.,2020)
entre otros padecimientos y condiciones como la edad, enfermedad renal terminal
y cronica, hiper colesterolemia y trigliceridemia, resistencia a la insulina e HTA, en
donde han detectado aumentos de ADMA. Ademas, se considera un importante
marcador de DE, diagndstico de ECV y mortalidad, con aumentos en los riesgos
con concentraciones arriba de los 0.7 uM (De Gennaro Colonna V et al.,2009; Boger
et al.,2009).

Las técnicas que se han empleado para determinar las concentraciones de ADMA
tanto en estudios epidemioldégicos como experimentales son principalmente por
medio de HPLC y ELISA, asi como las técnicas mencionadas para la determinacion
de L-Arg (Isola et al.,, 2019; Sonmez et al., 2010; Martens-Lobenhoffer & Bode-
Boger,2014).

CONCLUSIONES

El ozono es un contaminante que ejerce efectos adversos en distintos érganos y
sistemas incluyendo el cardiovascular. Un aumento en la temperatura ambiental
favorece la formacion de ozono, entre otros factores, por lo que se espera que la
contaminacion por ozono siga siendo una problematica ambiental debido al
calentamiento global. Aunque la evidencia no es concluyente se ha observado
mayor riesgo de mortalidad y enfermedad cardiovascular relacionados con la
exposicion a ozono en distintos estudios a nivel mundial. Algunos estudios
epidemioldgicos y experimentales han mostrado asociacion entre ozono y
biomarcadores de disfuncion endotelial como el NO; sin embargo, la evidencia aln

es escaza y no concluyente. Ademas, el ozono se asocia significativamente con
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biomarcadores relacionados con disfuncion endotelial tales como ET-1 y citocinas
pro-inflamatorias (IL-6, IL-18 y TNF-a). De acuerdo con nuestra revision diversas
metodologias son adecuadas para detectar a los biomarcadores de disfuncién
endotelial en suero, plasma o tejido. Nuestra revision resalta la necesidad de mas
estudios epidemioldgicos donde se evaliuen desenlaces cardiovasculares y
biomarcadores de disfuncién endotelial para poder sugerir posibles mecanismos por
los cuales el ozono ejerce efectos adversos a nivel cardiovascular. Es importante
considerar en estudios sobre efectos cardiovasculares cronicos asociados a la
exposicion a ozono, el tiempo de vida media de los biomarcadores de disfuncién
endotelial, ya que en algunos casos son de minutos e incluso segundos. De manera
general, mas investigaciones sobre el ozono y desenlaces adversos asociados
podrian ser de utilidad para los tomadores de decisiones sobre una normatividad y
vigilancia mas estricta en los niveles de ozono y contaminantes relacionados con su

formacion.
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