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l. INTRODUCCION. 

1. La Ciudad de México y la contaminación del aire. 

Generalidades. 

A 2240 metros sobre el nivel del mar, la Ciudad de México se asienta sobre un valle 

rodeado de montar.as cuya distribución limita la libre circulación de los vientos y modula el 

patrón regular de su flujo dominante ( noreste-suroeste ). determinando la conformación de una 

cuenca cerrada donde se acumulan los contaminantes atmosféricos generados por alrededor 

de 3 millones de vehlculos que circulan a diario por la ciudad y por una actividad industrial que 

involucra a un tercio de las industrias de todo el pais (en una superficie equivalente al O 76% del 

total ). La contaminación atmosférica alcanzó las 16 toneladas de contaminantes en un cálculo 

reahzado en 1980, 65°/o proveniente de emisiones vehiculares y 35°/a de las industrias (Acul"la. 

1987). Dadas estas condiciones. la Ciudad de México ha sido considerada la más contaminada 

del pals y quizás de todo el mundo ( Anders, 1988: Torres, 1979), 

Por su origen, los contaminantes atmosféricos pueden clasificarse en primarios, aquellos 

emitidos por una fuente de manera directa, y secundarios, aquellos formados a partir de 

reacciones quim1cas (Suárez. 1991). Los pnnc1pales contaminantes derivados de la combustión 

de los hidrocarburos y otros materiales combustibles son: bióxido de azufre (S02 ). derivado 

principalmente de la actividad industrial (97%) y de la emisión por automotores diesel (3%); 

bióxido de nitrógeno (N02 ) y monóxido de carbono (CO), derivados de la combustión de 

automotores (62% de N02 y 98°/o de CO). y de la industria (38% de N02 y 2.0 % de CO); 

Hidrocarburos (HC), derivados principalmente de la actividad vehicular (69%) e 1ndustnal (31%). 

partlculas suspendidas, producto de tolvaneras y otros fenómenos mecánicos. de combustión y 

otros. El Ozono (03 ), es un contaminante secundario formado a partir de bióxido de nitrógeno 

hidrocarburos y radiación solar. Otros contaminantes. intermed1anos y productos secundarios 



derivados de reacciones también deben tomarse en cuenta, como son: ácido sulfúrico, amoniaco. 

mercaptanos. metales pesados, aldehidos y otros. algunos de Jos cuales serán analizados mas 

adelante. 

Del total de la contaminación atmosférica registrada en Ja Ciudad de México, la derivada 

de reacciones fotoqufmicas posee especial trascendencia, tanto por su capacidad para generar 

pe/lgrosos oxidantes, como por ser Ja que aparentemente prevalece y se ha incrementado en los 

últimos al'\os. Esta contaminación fotoqulmica o Msmog fotoqufmrcon es producto de /a acción de 

la luz del sol sobre los componentes hidrocarbonados y óxidos de nitrógeno procedentes de la 

combustión ocurrida en los vehfculos automotores, y su consecuencia, una mezcla compleja de 

vanos compuestos, entre otros: ozono (03 ), dióxido de nitrógeno (N02 ) , nitrato de perox1acet1lo 

(PAN). aldeh1dos derivados de hidrocarburos (RCHO), peroxirad1ca/es denvados (RO¡>) y otros 

radicales. La contaminación fotoqulmica tiene pues como caracter/stica importante, que los 

productos derivados de ésta (contaminantes secundanos). son formados en el aire a part1r de la 

acción directa de la radiación y una serie consecutiva de reacciones. 

El origen del problema. 

La contaminación por ozono no constituyó un problema importante hasta mediados de los 

arios ochenta. En aquel tiempo. Bravo y colaboradores, investigadores del Centro de Ciencias de 

la Atmósfera de la UNAM, llamaron la atención sobre el repentino aumento en las 

concentraciones de ozono. coincidentes con el cambio de gasolinas realizado por PEMEX en el 

segundo semestre de 1986 (Bravo et al, 1987). La razón técnica del cambio en la formulación 

obedeció a que la gasolina anterior a 1986, estaba constituida por gasolinas primarias con alto 

porcenta1e de parafinas de bajo octano y que obligaban a adicionar tetraet1lo de plomo para 

elevar su octanaje (Bravo et al, 1992). Como consecuencia, las concentraciones de plomo se 

mantuvieron por encima de las normas durante muchos anos. 



Para el mes de agosto de 1986. cumpliendo con un decreto publicado en el Diario Oficial 

de la Federación, la Secretarla de Energla Minas e Industria Paraestatal a través de PEMEX 

habla implementado las acciones conducentes a abastecer gasohnas con bajo contenido de 

plomo e incluir aditivos en ellas (Bravo, Sosa y Torres, 1991). A partir de entonces. PEMEX ha 

logrado reducir gradualmente la cantidad de plomo en las gasolinas que se consumen en la 

Ciudad de México. lo que se ha venido a reflejar en concentraciones atmosféricas de este metal 

por debaJO de la norma recomendada de calidad del aire (O. 15 µg/m3
). 

Sin embargo. la gasolina introducida a mediados de 1986. de alto octano y 

concentraciones mlnimas de tetraet1lo de plomo. no vino acampanada de un cambio en los 

motores de la flota vehicular, con un diseno capaz de la utilización de convertidores catallticos 

Esto provocó a partir de entonces un drástico incremento en la generación de precursores de la 

contaminación fotoquimica y por tanto de la formación de ozono. esto es, hidrocarburos 

reactivos y óxidos de nitrógeno, los cuales en otra circunstancia debieran ser eliminados 

(transformados) por los convertidores catallticos. En la gráfica 1.1 se presenta el promedio de las 

concentraciones mensuales de ozono. que fueron registrados en la Ciudad Universitaria por 

Bravo y su grupo de trabajo de 1984 a 1990. Es importante notar el cambio que se presenta a 

partir de la segunda mitad de 1986. 

Otro aspecto que destaca de la gráfica l. 1 es el que se refiere a las concentraciones de 

ozono. La importancia de la contaminación fotoqulmica en la zona metropolitana de la Ciudad de 

México se hace evidente al conocer que Ja norma mexicana de calidad del aire senala para el 

ozono O 11 ppm como promedio máximo en una hora una vez al ano (0.12 ppm para Estados 

Umdos ; 0.06 ppm para Japón), cifra que ha sido rebasada por mucho a partir de la segunda 

mitad del ano de 86, esto es luego del cambio de las gasolinas. En la gráfica 1.2 se muestra el 

numero de v1olac1ones mensuales a la norma de calidad del aire. que fueron registradas por 

Bravo y su grupo del Centro de Ciencias de la Atmosfera (UNAM) para el periodo 1984-1992. 
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El cambio de gasolinas como factor determinante en el origen y la prevalencia de la 

contammaciOn fotoqulm1ca se sumó a las caracterlshcas climáticas y geograficas prevalecientes 

en el valle de México. Sin embargo, son también factores importantes otras medidas 

equivocadas que se tomaron por parte de las autoridades gubernamentales ocupadas del 

problema, como lo fué la imposición del programa "Hoy no circula" para retirar de la circulación 

500 mil vehlculos por dla y que trajo como consecuencia, mas tarde, un aumento en el número 

de altas en el registro de placa permanente y ventas en el D.F. (Bravo. 1992). la contammac16n 

del aire ha persistido y aún aumentado considerablemente. 

En cuanto a las expectativas, a pesar de que las autoridades insisten en senalar que las 

medidas adoptadas en el control de la contaminación atmosférica en la Ciudad de México han 

sido las adecuadas, no existe evidencia que permita vislumbrar una posible solución al problema. 

En este sentido. como respuesta a una pretendida mejora de las cond1c1ones de la 

contaminación por ozono para el ano de 1992. en que se tuvieron un número menor de 

excedencias a la norma de calidad del aire. Bravo ha destacado la pos1b11idad de que la causa 

sea una anomalla climatológica que denvO en un exceso de precip1tac16n pluvial para dicho 

periodo (Bravo et.al , 1993). En la misma dirección. se establece que la estimación de la cahdad 

del aire puede ser alterada por factores climáticos, que obligan a adoptar nuevos entenas de 

valoración. Asl, la Air Resourse Board de California recomienda como un indicador de la 

tendencia en la concentración de ozono. tomar el promedio de los 30 valores máximos 

reportados al dla. esto es el denominado "30 mean average method"' Al utilizar dicho entena. es 

posible determinar de forma más objetiva la tendencia de la contaminación a través de los 

anos. En la figura 1.3 aparece la tendencia para el periodo 1987w1992. 

Las consecuencias de la exposición a estas altas concentraciones de contaminantes 

atmosféncos en la zona metropolitana de la Ciudad de México se desconocen. al igual que se 
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desconoce si algunas de las anomallas la recurrencia de enfermedades respiratorias 

reportadas en las instituciones de salud el pals están directamente relacionadas con la 

contaminación del aire. Asl. aunque se desconoce la causa del incremento de la morbimortahdad 

por asma. reportado en la literatura médica de los últimos anos. se sospecha de contaminantes 

ambientales como factor etiolOg1co primordial (Whittemore and Korn, 1980). 

Por otro lado , en numerosas publicaciones se han puntualizado las alteraciones 

fisiolOg1cas y bioqulmicas relacionadas con la exposic10n a contaminantes especificas como el 

ozono. Algunas de éstas serán examinadas en la siguiente sección. 

Promedio de la• 30 concentraclone• m6xlm11s diaria• de ozono regl•tnlda• 
en lo• anos de 1987-1992. Centro de Ciencia• de la Atmósfera (U.N.A.M.). 
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g 0,2. 

~ 0,1 

o~ .... C..- ............ J/1111/1"' 
1967 1966 1989 1990 1991 1992 

Gráfica 1.3 
Bravo H.A, Sosa R.E., Roy-Ocotla G.R .. Sénchez P.A. Presentation at the B6th Annual Meeting 

Exhibitlon. Denver, Colorado. June 13-18, 1993. 
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2. Los contaminantes atmosféricos y su efecto en la salud. El dano por ozono. 

El efecto nocivo de la contaminación atmosférica sobre la salud, es en realidad la suma 

de los efectos individuales de cada uno de los contaminantes que la conforman. De estos. 6 se 

cuentan para constituir cerca del 100% de la contaminación atmosférica: monóxido de carbono, 

bióxido de azufre, hidrocarburos reactivos, particula~ suspendidas. óxidos de nitrógeno y 

oxidantes fotoqulmicos (Amdur, 1985). Una categorización general de acuerdo a su naturaleza 

qulmica y que permite aproximarse a su modo de acción, descrimina entre contaminantes 

reductores (Bióxidos de azufre. monóxido de carbono. productos de la contaminación incompleta 

del carbón) y contaminantes oxidantes (hidrocarburos. óxidos de nitrógeno. oxidantes 

fotoqulmicos). Los efectos agudos sobre la salud son asociados generalmente con la 

contaminación reductora. dado que ésta fué la causa de algunos de los episodios en los que se 

ha originado mayor mortandad (Meuse Valley Bélgica, 1930 (65 muertes); Donara Pennsylvania, 

USA, 1948 (20 muertes); Londres Inglaterra. 1952 (4000 muertes). Por otro lado, se ha podido 

identificar una correlación significativa entre los altos niveles de oxidantes en el aire y un aumento 

en la frecuencia de admisiones hospitalarias por desórdenes de tipo alérgico (asma), infeccioso 

(influenza, bronquitis). etc., lo que no parece extral"\o dadas las tendencias actuales en el uso de 

combustibles y la prevalencia de contaminates de tipo oxidante. Sin embargo. las verdaderas 

consecuencias, a mediano y largo plazo, de la contaminación por esta clase de moléculas 

desconocen. 

Independientemente de la posible participación directa de las especies reactivas del 

oxigeno generados durante los eventos de la contaminación fotoqulmica (Y que han sido poco 

estudiados). se han podido llevar a cabo investigaciones en relación con el da..,o producido por 

ozono. actualmente el principal oxidante presente en la atmósfera de una ciudad con problemas 
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de contaminación. La mayorfa de estos estudios se han efectuado dentro de cámaras especiales 

y en condiciones controladas, generalmente en adultos, y utilizando concentraciones que varlan 

en un rango mas o menos estrecho. Bajo estas condiciones se han encontrado cambios en la 

función pulmonar. que incluyen una calda en el volumen expiratorio forzado (FEV1) y la 

capacidad vital (FVC). un incremento en la resistencia especifica de las vfas aéreas y en la 

frecuencia respiratoria y una baja en el volumen tidal (Horstman et al., 1990). También ha sido 

posible identificar incrementos en la permeabilidad pulmonar (Kerl et al., 1987) a agentes como 

la histamina y la metacohna (Holzmann et al., 1979). Asf mismo. el ozono está relacionado con la 

enfermedad pulmonar obstructiva (Menzel. 1992) y genera h1perreactiv1dad bronquial asociada 

posiblemente con el flujo de neutrófilos, a dosis iguales a las encontradas cualquier dla en la 

Ciudad de México (Murias, 1985). Un resumen de algunas de las alteraciones provocadas por la 

exposición a ozono en el ser humano aparecen en la tabla 1 

La mayorla de estos trabajos están dirigidos de forma general a los cambios 

relacionados con la función respiratoria y se basan en pruebas que valoran la fisiología 

pulmonar, asl como en algunos cambios citológicos y bioquímicos a nivel de fluidos alveolares. 

Por otro lado. los trabajos llevados a cabo en animales permiten profundizar en algunos aspectos 

en los que la misma experiencia es dificil de reproducir en seres humanos. En la Tabla 2 

aparecen algunos de los efectos y consecuencias de Ja exposición al ozono en la rata. En este 

sentido, destacan aquellos cambios notables en algunas enzimas antioxidantes como la glutatión 

peroxidasa , Ja cata/asa y la superóxido dismutasa citosólica y mitocondrial, al igual que aquellos 

cambios en glucosa 8 fosfato deshidrogenasa como marcadora del envejecimiento, etc., pero 

sobre todo. el posible efecto peroxidativo sobre el pulmón, y que se ha asociado a la etiologla de 

diversas enfermedades y al fenómeno del envejecimiento celular. 
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Tabla 1 

ALGUNOS EFECTOS REPORTADOS DESPUES DE LA EXPOSICION A OZONO EN EL SER 
HUMANO. 

CONCENTRACION TIEMPO 
p. p.m. 

0.08 
0.10 6h 
o 12 

0.10 6h 

0.12 1 h 

04 2h 

0.6 2h 

1.0 24 h 

EFECTO 

J. FUNCION PULMONAR (" FEV1 ) 
SINTOMAS RESPIRATORIOS DE 
MODERADOS A SEVEROS 
i REACTIVIDAD PULMONAR. 

BRONCOCONSTRICCION. CAMBIOS 
BIOOUIMICOS Y CELULARES EN 
FLUIDOS DE LAVADO BRONCOALVEOLAR 
i RESPUESTA BRONQUIAL A 
ALERGENOS.(HISTAMINA.METACOLINA). 
J. FUNCION PULMONAR (A F.E.V 1) 

l FUNCION PULMONAR ( FVC) 

i HIPERREACTIVIDAO BRONQUIAL 
(HISTAMINA. METACOLINA) 

REFERENCIA 

Horstman D H .• 
et at,1990 

DevtmR.B .McDonnell 
WF .MannR et al. 
1991 

MolfinoNA,1991 

Kehrl .H R et al.1987 

Holtzman.1979 

OBSTRUCCION PULMONAR. INTOLERANCIA, 
ENVEJECIMIENTO Y DA¡\¿O PULMONAR KreutJ. W ,GrossK B, 
i ENFERMEDADES RESPIRATORIAS MooreT.B et al, 1989 

FEV1 = FORCED EXPIRATORY VOLUME; FVC= FORCED VITAL CAPACITY, 

En efecto, la reacción del ozono con las dobles ligaduras carbono-carbono de los ac1dos 

grasos se conoce desde hace vanos anos (Golstem and Balchum. 1967. Thomas. Muller and 

Lyman, 1968; Rohem, Hadley and Menzel, 1971). En estudios previos, se ha encontrado 

evidencia de una perox1dación hpld1ca en los eritrocitos expuestos al ozono in v1tro, al igual que 

en el pulmón de ratas expuestos a 0.7 ppm de ozono m vivo (Goldste1n, 1970). Con la aphcac16n 

de técnicas de ESR y atrapam1ento del spin se ha podido detectar la generación de radicales m 

vivo durante la inhalación de ozono en ratas (Kenedy et al., 1992). 

10 



Tabla2 

ALGUNOS EFECTOS DE LA EXPOSICION A OZONO EN RATA 

CONCENTRACION TIEMPO EFECTO TEJIDO REFERENCIA 
p. p.m. 

0.4 Bh J. ACTIVIDAD DE G.P. 
G.R.. G-6-FD Y NIVELES PULMON Chow.1976 
DEG-SH 

0.7 3-6 h LIPOPEROXIDACION PULMON _Go/dstemy 
ERITROCITO Balchum, 1967 

0.7 5 dias i ACTIVIDAD DE SOD 
(Cu, Zn: Mn). CATALASA PULMON Rahman, Clerch y 
VGP. Massaro.1991 

0.7- 5-7 i REACTIVOS AL ATB 
08 d1as (LIPOPEROXIDACION) PULMON Chowy 

i ACTIVIDAD DE G.P., Tappel, 1977 
G.R VG-6-FD 

1 o 24 h min TRANSFORMACION PULMON Chow,1976 
72 h max EPITELIAL 

10.4 6h EDEMA PULMONAR PULMON Goldstein, 1970 
Y MUERTE. 

G.P., GLUTATION PEROXIDASA G.R.. GLUTATION REDUCTASA G-SH., GLUTATJON REDUCIDO 
G-6-FD, GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA. SOD., SUPEROXIOO DISMUTASA. ATB. ACIDO 
TIOBARBITURICO. 

Es de interés el destacar, que una experiencia similar a la de la peroxidac1ón hpfdtca en el pulmOn 

de rata se ha encontrado para el bióxido de nitrógeno, a concentraciones similares a las 

encontradas en la atmósfera de una ciudad contaminada (Thomas et al., 1968). Se ha sugerido 

asl mismo, que la perox1dac16n de llpidos podrfa ser el mecanismo central del proceso de 

envejecimiento (Barber and Bernheim. 1967; Jain and Hochtein, 1980). Animales expuestos 

crónicamente al ozono. mostraron claros signos de envejecimiento prematuro (Freeman and 

Crapo. 1982). 
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3. La formaciOn de los contaminantes atmosféricos. El mecanismo fotoquimico de la formaciOn y 

concentración de los oxidantes. 

La combustión que se produce en el interior de los motores que mueven vehlculos y 

maquinaria de la más diversa naturaleza en la industria, genera múltiples productos de desecho 

como resultado de la descomposición de las moléculas que constituyen los combustibles fOsiles. 

Entre estas moléculas. a las que se les ha llamado también precursores antropogémcos. 

destacan por su importancia en el complejo fenOmeno de la contaminaciOn fotoqulmica y por su 

concentraciOn, los óxidos de nitrógeno y los hidrocarburos secundarios. El b10xido de nitrOgeno 

(N02 ) es una molécula capaz de absorber energla de casi la totalidad del espectro 

electromagnético. Sin embargo, con gran eficiencia absorbe energla a longitudes de onda del 

ultravioleta, de entre 200 y 400 nm. A ralz de ésto. la molécula de N02 se rompe (fotolisis). 

determinando el pnncipio básico de la formación fotoqulm1ca del ozono y de otros oxidantes 

Esta reacciOn de disociaciOn requiere una energla suficiente para romper los enlaces entre NO y 

N02 (72 kilocalorlas/g-mol a 25° C) y ocurre con r<:1pidez (2 min la vida media del N02 en el aire 

para un dla normal) (Stephens, 1969b). Esta reacciOn da inicio al llamado ciclo fotollt1co del 

biOxido de mtrOgeno, molécula que , al disociarse, forma NO y oxigeno atómico (0): el cual al 

combinarse con el oxigeno molecular (02 ). genera el ozono (0,). El ozono a su vez es capaz de 

reaccionar con el NO, cerrando el ciclo al generar de nuevo N02 (Figura 1.1). 

De acuerdo a este ciclo. las concentraciones del o, y del NO deberlan de permanecer 

constantes; sin embargo no sucede asf. En efecto, si en una cámara de reacciOn se mezclan 

NO, N02 , aire y a continuaciOn se iluminan con luz ultravioleta. rápidamente es posible detectar 

O, en el interior de la cámara, que establece una reacciOn de equ1hbrio con el NO:. es decir. se 

produce tanto ozono como bióxido de nitrOgeno se disocia. Si, por otro lado, se irradian las 

emisiones del escape de un automóvil en las mismas condiciones. entonces se generan 

rapidamente concentraciones mucho mas altas de N02 y de ozono, mientras que aparecen otros 



compuestos como el nitrato de peroxiacetilo (PAN) y aldehidos, en tanto el NO tiende a 

desaparecer. 

La causa de esta perturbación en el ciclo fotolltico del N02 que de hecho se presenta en 

la atmósfera de una ciudad contaminada. se explica si se toma en cuenta la intervención en la 

atmósfera de radicales libres altamente reactivos. Estos radicales, formados a partir de 

reacciones en las que también interviene la energla de la luz ultravioleta. interaccionan con los 

hidrocarburos y el CO.J!, presentes normalmente en /a atmósfera. derivando en la generación de 

otros nuevos radicales orgánicos e inorgánicos. capaces de oxidar el NO hasta NOl y 

perturbando el ciclo normal, lo que lo desplaza hacia la generación de NOl y por tanto de ozono. 

En la figura 1.1 se presenta el ciclo fotolft1co del NOl y el proceso que conduce a su alteración. 

CICLO FOTOLITICO DEL BIOXIDO DE NITROGENO 

Bl6xJdo de nlu6geno . ---. 
UV SOL 

RAOIACION 
(280 nm <R<400) 

~--.>=,..,.-!'+-----.¡ HIDRO~BURO 
OLEFINAS e = e 

OXIGENO 
10.,l 

Figura 1.1 

OXIGENO 
(O) 
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A continuación se describen fas reacciones qulmicas del ciclo fotolltico del N02 , su 

perturbación y el mecanismo de la formación de radicales orgánicos. 

Mecanismo fotoqulmico de la formación del ozono. 

1- La fotOlis1s del N02 y el sistema de reacciones fotoqufmicas acopladas: Oxido de nitrógeno 

(NO), dióxido de nitrógeno (N02 ) y ozono (03 ). 

N02 + RAOIACION (280 nm< A.<400 nm) NO+O 

2- Perturbación del sistema por la intervención de radicales libres. 

a) Los radicales hidroxilo reaccionan con el CO para formar radicales peroxilo (H02 .): 

b) Los radicales hidroxilo reaccionan con hidrocarburos para formar radicales 

peroxilo (R02·): 

c) Los radicales peroxilo así formados oxidan el NO a N02 : 

c) Como resultado de la oxidación del NO, el ciclo se desplaza hacia la formación del 
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N02 , y por tanto a la formación y acumulación del 0 3 . 

3- Origen fotoqufmico de la formación de radicales. 

a) Fotólisis del 0 3 y formación del radical hidroxilo (OH.): 

0 3 + RADIACJON ( 280 nm<).< 319 nm} -

b) Los radicales peroxilo inorgánicos y orgánicos (H02 •y R02 ·) se forman a partir de la 

interacción del radical hidroxilo con hidrocarburos y CO. como se muestra en 2 a) y 

2 b). 

4- Interacción radical libre-hidrocarburo. 

a) Formación de un radical orgánico a partir del ataque a una doble ligadura de un 

hidrocarburo insaturado: 

OH"+ RH (OLEFINA) R. ( RADICAL ORGANICO) + H 2 0 

b) Reacción del radical orgénlco del hidrocarburo con el 0 2 y formación del radical 

peroxilo (Roo·): 

• molécula intermediaria necesaria para absorber la energla de la reacción. En el aire ésta 

molécula podrfa ser el N 2 o bien el mismo 0 2 • dado que se encuentran entre las mas disponibles. 

IS 



4. Ozono, radicales libres y peroxidación. 

Se ha postulado que el ozono. debido a su gran reactividad, tiene Ja capacidad de oxidar 

moléculas directamente. o bien. generar radicales libres capaces de extraer átomos de hidrógeno 

de ácidos grasos insaturados y formar peróxidos lipídicos (Mustafa,1990). La reacción del ozono 

con las dobles ligaduras de las uniones carbono-carbono se ha reportado desde hace 25 a.,os 

(Goldstein, 1970). Se ha reportado que el ozono puede reaccionar a pH alcalino en soluciones 

acuosas para formar OH•(Halliwell and Cross. 1994). También se ha sugerido la posible 

formación de singulete de oxigeno al reaccionar el ozono con moléculas biológicas (1b1d supra). 

H,O ____ _. 
Zn 

Figura l.2a 

1 -c=o 

CETONA J 

o=c-

La posibilidad de rompimiento de una doble ligadura entre los átomos de carbono se 

hace patente a través del análisis de una reacción clásica de los alquenos y otros hidrocarburos 

con el ozono. esto es. la ozonólisis o descomposición por ozono (Figura 1.2). En ésta. el ozono 

abr~ una doble ligadura convirtiendo el afqueno en productos de romp1m1ento como aldehidos y 

cetonas (Morrison and Boid, 1978). Como se verá mas adelante Jos radicales libres actúan del 

mismo modo sobre las dobles ligaduras de Jos ácidos grasos insaturados desencadenando el 

proceso de peroxidación lipfdica, al final del cual se generan igualmente productos secundarios 

entre ellos aldehidos y cetonas. 

De hecho, ar aislar e identificar a los productos de la reacción del ozono con los 

componentes del sur1actante pulmonar, Lui y col. demostraron que los productos asl formados 

eran los cis y trans ozónidos secundarios derivados de la fosfatidtlcohna (lui. Finlayson y Wills, 
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1990).Previamente, Roehm en 1972 habla reportado la formación de ozOnidos a partir de melil-

oleato y metil-linoleato; posteriormente se sintetizaron y caracterizaron los ozOnidos secundarios 

de esos mismos ésteres (Ewing, 1989). Recientemente Pryor identifico algunos ozonidos 

derivados de ácidos grasos lnsaturados pulmonares y de liposomas (Pryor y Church, 1991). En 

la figura l.2b se presenta el posible mecanismo de acción del ozono sobre un ácido graso poli-

insaturado. 

RCH= CHR'------~ 
ACI00GRA50 tN$AlUP ... DO 

!OEPVl.MON ouroSOMASI 

OH 
1 

·. 

R- C-OOH-4------

RCHO ¡,, 
1-0AOPEROlt IDO 

o 
1 

H 
R-C--0• 

1 R'--c--o-o· 
H 

O IR RADICAL 

,?'O O""'cR· 
RC'-. /' 

H H 

Figura l.2b 

- - -~ LIPOPEROll.IOACK:IN 

En cuanto a la evidencia que apoya la posibilidad de que estén involucrados radicales 

libres en la tO)(icidad del ozono (Heath, 1976; Menzel, 1984), se han citado como productos de 

descomposición de este al radical hidro)(ilo (OH.), al superOxido co2•), asl como al per6)(ido de 

hidrógeno (H2 0 2 ) (Hoigne and Bader, 1975; Kenedy et al., 1992). 
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5. Radicales libres y especies reactivas de oxigeno. 

Los orbitales atómicos son las regiones del espacio donde se encuentran los electrones 

de los átomos. En un átomo, cada orbital puede contener como máximo dos electrones, los 

cuales presentaran giros antiparalelos (de +1/2 y -112) en acuerdo con el principio de exclusión 

de Pauli Tomando en cuenta lo anterior, un radical libre puede definirse como cualquier especie 

atómica o molecular que contiene uno o mas electrones no apareados (Halhwell 1990) De 

acuerdo a esta definición, la molécula de oxigeno constituye un radical hbre. del mismo modo que 

el a.tomo de hidrógeno y los metales de transición (estado iónico). 

En realidad, la molécula de oxigeno presenta dos electrones desapareados. cada uno 

localizado en un orbital n: diferente, y constituye por lo tanto un birradical. Los dos electrones no 

apareados del oxigeno presentan giro (spin) paralelo, por to cual las reacciones en las que 

intervenga deberan aportar. uno a uno, dos electrones con giro paralelo, para de esta forma 

ocupar los espacios vacantes en los orbitales n. Esto determina que se formen radicales libres de 

oxigeno de acuerdo al estado de oxidación de la molécula (Halliwell and Gutteridge. 1987). 

Oioxlgeno o, •0-0• 

J. e· Primera reducción 

Radical aniOn superóxido o, 0-0· 

J.. e· Segunda reducciOn 

Ion peróxido 022
• 0-0 2H .. - H202 Peróxido de hidrógeno 

J..e· Tercera reducción+ H. 

1 DianiOn H,O 

2 Radical hidroxianión O• + H. - •OH Radical hidroxilo. 

DianiOn O +2H - 2H2 0 

Figura 1.3 • electrOn no apareado. 
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La mayoria de las moléculas biolOgicas se encuentran covalentemente ligadas y poseen 

elecrones antiparalelos que ocupan el mismo orbital molecular, son por tanto estables y mucho 

menos reactivas que los radicales libres. 

En cuanto a su origen. los radicales libres pueden formarse a partir de moléculas 

estables a través de procesos de fusiOn homolltica y reacciones de transferencia de electrones. 

Dichas reacciones se generan por a) absorción de energla de radiación: radiación 1on1zante, 

ultravioleta, visible y térmica. o bien b) por reacciones redox. como aquellas de transferencia de 

electrones no enzimática, reacciones catahzadas por metales de transición y reacciones 

catalizadas por enzimas (Slater, 1984). Las radiaciones ionizantes pueden generar una gran 

variedad de radicales libres al interactuar con la materia orgánica. entre ellos hidrOgeno atOmico 

H·, radical hidroxilo oH· y electrones e·. Por otro lado la rad1ac10n ultravioleta de longitud de 

onda de alrededor de 300 nm posee la suficiente energla para generar homólisis del enlace C

e y generar asl radicales hbres. Además, radiación ultravioleta de energfa relativamente baja 

puede generar radicales libres por la intervención de determinadas moléculas sens1bihzantes 

(Pathak and Josh, 1984). La energfa térmica puede también generar radicales libres, por ejemplo, 

al interactuar con determinadas moléculas, como es el caso del compuesto hidrosoluble 

clorhidrato de azobis (2-amidinopropano) que al descomponerse por calor genera radicales y N2 

(Wayner et al.. 1985). Por otro lado. la materia orgánica al ser expuesta a altas temperaturas 

produce mezclas complejas de radicales. El contenido de radicales libres en el humo del cigarrillo 

es muy elevado (Pryor et al, 1983) 

Otros radicales libres se forman a partir del catabolismo de diversos compuestos, como 

drogas y metabolitos, tal es el caso del radical tricloromet1lo CCI,·, generado a partir del 

metabolismo del tetracloruro de carbono. 

Como se menciono con anterioridad, los radicales libres pueden formarse también a 

partir de reacciones de oxidorreducción. De hecho, el oxigeno utilizadc:i por los organismos 

19 



superiores es reducido hasta agua a través del sistema de citocromo de la cadena respiratoria 

mitocondrial. y parte de este oxigeno escapa como anión super6x1do (02.). 

En la membrana de las células fagoclticas se localiza un complejo enz1mét1co 

denominado sistema NADPH-oxidasa, que induce la catálisis de una serie de reacciones 

destinadas a la producción de las especies moleculares de oxigeno con poder germicida. Estas 

constituyen también reacciones de óxido-reducción en las que se generan radicales libres. 

Algunas de éstas se ilustran a continuación. 

En el citoplasma del fagocito también existe superOxido dismutasa (SOD). por lo 

que se hace posible la reacción: 

Debido a la presencia de mieloperoxidasa en el fagocito. se hacen posibles asf 

mismo las siguientes reacciones: 
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... en donde la mieloperoxidasa utiliza el poder oxidativo del perOxido de hidrógeno para 

transformar los halogenuros en hipohalogenuros; éstos a su vez pueden formar singulete de 

oxigeno ( 1 O:n-

Vanos metales de transiciOn, como el fierro (3+ y 2+) y el cobre (+ y 2+) son capaces de 

cambiar sus estados de oxidaciOn interviniendo en reacciones de transferencia electrónica 

un1valente: 

Se ha podido comprobar que los iones de Cu pueden promover reacciones de 

oxidaciOn de grupos tiol: 

Por otro lado, el perOxido de hidrOgeno (puede ser el formado en las reacciones 

anteriores), en presencia de Fe• formará radical hidroxilo (OH.) vfa la denominada reacción de 

Fenton, descrita por este autor en 1694 (Fenton HJH. J Chem Soc 1894. 65, 699·910.Cita 

tomada de R1ce-Evans, 1994). al integrarse el llamado ciclo de Haber- Weiss: 
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La enorme reactividad de los radicales libres de o>elgeno los llevan a interaccionar 

évidamente con otras moléculas. De los tipos de reacciones en las que participan algunas de 

gran importancia son las siguientes: 

1- Reacciones de transferencia de electrones: 

OH.· + RS" - OH" + RS
0 

2.- Reacciones de sustracción de atomos de hidrógeno: 

CCl1 ° + RH - CHCl3 + R
0 

3.- Reacciones de adición: 

4.- Reacciones de anilación. 

5.- Reacciones de disproporcionación: 

Las afecciones relacionadas con el dar.o por radicales libres están estrechamente 

relacionadas con la naturaleza de las reacciones en las que intervienen y las moléculas con las 

que interaccionan. Es esta la causa de que se encuentren involucrados en la etiologla de 

numerosos padecimientos. A continuación se presentan algunas condiciones chnicas y 

padecimientos asociados posiblemente a radicales libres y especies reactivas de o>elgeno. 

Condiciones cllnicas y padecimientos en los que se ha sugerido, podrlan estar asociados 

radicales libres y especies reactivas de O>efgeno. (tomado parcialmente de Hall1well and 

Gutteridge, 1990). 



INFLAMACION,PAOECIMIENTOS INMUNOLOGICOS. 

Glomen..1lonefntis (•dtopllttica. membranosa) 

vascuilhs lHepat111s B. drogas¡ 

Enfermedades auto1nmunes 

Artnt1s reuma101de 

ESTADOS DE ISQUEMIA Y REPERFUSION 

Embol1a/1nfarto al m1ocard10/arr1tm1as 

Rechazo a transplantes 

Inflamación de art1cu1ac1ones 

cano par congelac10n 

Contractura de Oupuytren 

OsteoneCfos1s d1sbanca 

REACCIONES INOUCIDAS POR DROGAS Y TOXINAS 

Sobrecarga de hierro 

Hemocromatosis id1opat1ca 

Sobrecarga d1etar1a de hierro (Bantu) 

Talasemia y otras anemias crónicas 

Oefic1enc1as nutncionales (Kwash/orkor) 

Alcoholismo 

Sobrecarga de hierro 1nduc1da por alcohol 

M1opaUa alcohOhea 

OAti.10 POR RADIACION 

e.posición nuclear y accidental 

Rad1oterap1a 

Sens1b1hzación celular a la nipo1ua 

ENVE.JECIMIENTO 

Desórdenes propios de enve1ec1me1n10 prematuro. 

CAMBIOS RELACIONADOS CON CELULAS RO.JA$ DE LA SANGRE. 

Intoxicación por plomo 

Fotoo•1dac10n de la protoporlirma 

Malaria 

Anemia de céluh1s tats1forrnes 

Anemia de Fancom 

Anemia hemollhca del prematuro 

Metabohsmo de la femlhidrac1na 
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Metabol1smo de la pr•maquma y drogas relacionadas 

NEUMOLOGIA 

Ef•cto• d•I humo d•I clga1Tillo 

Enfisema pulmonar 

01splas1a broncopulmonar 

Oxtdaclon•s derivado• d• contaminación (03, NOZJ 

Algunas formas del slndrome de s1ress respiratono (AROS). 

Pneumoco111os1s por polvos minerales 

Carcenoge1111:.1dad del asbesto 

To.1c1dad de la bleom1c1na 

To:.:1c1dad del SO;r 

To:.:1c1dad al Paraquat 

SISTEMA VASCULAR V CORAZON 

Card1om1opatfa a1cono11ca 

Enfermedad de Kesnan (defic1encaa de selenio) 

Atteroscleros1s 

Card101ox1c1dad a la adnam1c1na 

NEFROLOGIA 

Sindrome nettóhco autoinmune 

Nefrolo:.:1c1di1d a am1noghCOsldos 

Nefroto:.:1c1dad por melales pesados (Pb. Cd,Hg) 

TRACTO GASTROINTESTINAL 

Lesión endotó:.:1ca del hlgado 

Les10n nep.atica por hidrocarburos halogenados Cvg Bromobenzeno. letracloruro de carbono, nalotano) 

Accaón d1abelogen1ca de la alo:.:ana 

Pancreat1Us 

Lesiones gastro1n1est1nales inducidas por drogas ant11nnamatonas no esteroldes (NSAID). 

Envenenamiento por hierro 

CEREBRO/SISTEMA NERVIOSOIOESORDENES NEUROMUSCULARES 

O•lgeno h•perblirico 

Neuroto:.:1nas 1nc/us1ve plomo 

Enfermedad de P¡¡rk1nson 

Lesión cerebrova1cular h1pertens1va 

L1pofucc1nos1s neuronal cerolde 
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Encefalom1el1lls a/&rg1ca y otras enfermedades desmieliníZ:antes 

Sobrecarga de aluminio {Enfermedad de Alzheimer) 

Po1enc1ac1ón de dal'\o trauma11co 

01s1rofia muscular 

Esclerosis mült1ple 

OFTALMOLOGICOS 

Cataratas 

Hemorragia ocular 

ºª"ºdegenerativo de la rehna 

F1broplas1a retrolental (Retmopatla del prematuro) 

Retmopatla fót1ca 

OERMATOLOGICOS 

Lesiones por radiación solar 

Lesiones por calor 

Porfina 

Fotosens1b1hzac1ón 

Dermat1hs por contilCIO 

Cuantificación de radicales libres y especies reactivas de oxigeno. 

La corta vtda media de los radicales Ubres los hace particularmente dificiles de 

cuantificar. Aunado a esto, la posibilidad de su valoración se complica por la gran reactividad, 

que los hace interactuar avidamente con el material biológico y a una distancia muy corta del 

lugar en donde son generados. En la tabla 3 se presenta la vida media de algunos radicales libres 

(Sies. 1991). 

T•bl• 3. VIDA MEDIA DE RADICALES DE OXIGENO Y ESPECIES RELACIONADAS. 

RADICAL SUSTRATO CONCENTRACION VIDA MEDIA 

HOº LH 1M 
ROº LH 100 mM 10 ... seg. 

ROO LH 1 mM 7 seg. 
Lº 02 20pM 10 seg 

estable; reducción enzimática. 
o; dismutacion espontánea v enzimática 
10 • .- H, 10º 
a· dfas 

NOº 5.6 seg 
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La espectroscopia de resonancia electrónica del spin o ESR, asl como su derivación de 

atrapamiento del spin (spin trapping) representa una técnica que ha sido utilizada para detectar y 

caracterizar radicales directamente, y se basa en la utilización del momento magnético generado 

por un electrón, en virtud de su paramagnetlsmo. Los elecrones apareados en los átomos poseen 

sus cargas canceladas y por tanto carecen de momento magnético. Los electrones desapareados 

poseen momento magnético por la carga impuesta por el spin y son por tanto paramagnéticos. 

Estas especies paramagnéticas. en este caso radicales Ubres. cuando son expuestas a un campo 

magnético, orientan sus electrones desapareados de acuerdo a la dirección impuesta por el 

campo, (paralelo o antipara/ele). El aumento en la intensidad del campo magnético derivará en la 

orientación antiparalela de la mayorla de electrones al ser excitados. La resonancia resultante 

refleja la intensidad, que puede ser proporcional a la conecentración de los radicales. En 

mezclas biológicas complejas el sistema pierde especificidad y generalmente se recurre al 

atrapamiento del spin o "spin trapping". El propósito de la técnica es Ja de anadir otro compuesto 

a la mezcla b1ológ1ca, con la idea de generar especies más estables derivadas de radicales hbres 

Estas especies entonces serán más fácilmente detectables con ESR. Los compuestos usados o 

"traps" más comunes son nitronas y compuestos nitrosos (Benedettl, Socci and Oianzani, 1981) 

Otro procedimiento reciente para la detección y cuantificación de radicales libres lo 

constituye el análisis por luminiscencia (Boveris et al, 1980). Constituye la emisión de luz por un 

proceso no térmico. La luz es generada por una reacción qufmica. La energla liberada por la 

reacción es absorbida por un sustrato que es exictado, estado en el cual los electrones 

periféricos son elevados a niveles energéticos superiores. cuando pierden energfa retornan a su 

nivel energético basal, y la energla perdida en esta transición es liberada en forma de fotones. La 

longitud de onda de la luz emitida depende de vanos factores: la molécula excitada, el pH del 

medio liquido, la presencia de iones metálicos y la cantidad de energfa libre liberada en la 

reacción qufm1ca. Asf. la intensidad de luz emitida será proporcional a la concentración de ros 

reactantes. Un esquema de la reacción general se presenta a continuación. 
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._ 

reactante lumrn1scente 
forma reducida 

+ Oxidante catalizador reactante lum1n1scente + luz 
forma oiudada 

En la práctica solo algunos compuestos pueden ser cuantificados por la emisión directa 

de luz (luminiscencia). Tal es el caso del ATP, NADP(H) y el peróxido de hidrógeno. Es por ello 

que se suelen utilizar compuestos alternativos en reacciones acopladas (quimiolummiscencia). 

El luminol (5-amino-2,3-dihidro -1. 4-phtalazinediona) es un compuesto que emite luz cuando es 

oxidado por peróxidos o con radicales libres; de esta forma ·se transforma en alfa-aminoftalato. 

nitrógeno y luz con una longitud de onda de 425 nm (Figura 1.4). 

A pesar de ser de gran utilidad, por medio de quimioluminiscenc1a no es posible 

c:tescriminar radicales entre si, ni radicales de peróxidos. 

Luminol 
Radicales¡ 
peróxidos 

Figura 1.4 

N, + 

alfa-aminoftalato 
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6. PeroxidaciOn de Upidos. 

La peroxidaciOn de lfpidos es un fenómeno complejo en el cual, una molécula 

hiperreactiva (vg.radical libre). ataca a un ácido graso no saturado, produce rearreglos en su 

estructura molecular (dobles ligaduras). y desencadena una serie de reacciones que 

eventualmente pueden provocar la destruccion de membranas celulares (Wills and Willkinson, 

1966), y forman productos secundarios capaces de inactivar enzimas, reaccionar con grupos 

sulfhidnlo de proteinas y aún interactuar con el ADN(Roubal and Tappel, 1966; Reiss and Tappel, 

1973; Me Knight and Hunter; 1966; Wills; 1971; Freemanm, 1982) 

La lipoperoxidación se asocia a la etiologia de enfermedades como son la 

arteroesclerosis (Grinna and Barber. 1972). la artritis reumatoide (Halliwell. 1982; Theofilopoulus 

and D1xon, 1982; Lunec and Dormandy, 1979), enfisema y cáncer (Reiss and Tappel, 

1973;Brawn and Fridovich, 1981); Machlin and Bendich, 1987); Fridovich and Freeman, 1986). 

Asf mismo, los productos de lipoperoxidación se asocian a la acumulación de pigmentos en 

ciertas células (lipofuccinosis) y el proceso de envejecimiento celular (Collip et al, 1967; Grinna 

and Barber. 1972: Koster and Slee, 1980; Jain and Hochstein. 1980); el dal"'io que se produce por 

el proceso de isquemia·reperfusiOn, luego de una intervención quirUrgica con derivación 

cardiopulmonar, se asocia también a la producción de radicales Ubres y lipoperoxidaciOn. 

Muchas otras afecciones pueden estar asociadas a la producción de radicales Ubres de oxigeno 

teniendo como posible mecanfsmo de dano la peroxidación de Upidos, protefnas, carbohidratos. 

etc. La lipoperoxidac1ón se produce via la intervención de radicales libres, en particular los del 

oxfgeno y sus especies moleculares. 

La lipoperoxidaciOn principia con el ataque de una molécula reactiva (la cual se 

postula será un radical libre o alguna especie molecular relacionada) a las dobles ligaduras de 

ácidos grasos no saturados, con la consecuente sustracción de un átomo de hidrógeno: 
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Lfpido-H +RADICAL HIDROXILO-(OH•) - Llpldo• + H 2 0 

El átomo de hidrOgeno tiene solo un electrOn , por lo cual deja al átomo de 

carbono correspondiente con un electrOn desapareado. El átomo de carbono vuelto un radical 

dentro del ácido graso tiende a estabilizarse por un rearreglo molecular, para producir un d.ieng 

~(dobles ligaduras en arreglo secuencial), el cual tiende a reaccionar rápidamente con 

el 0 1 para dar origena a un radjcal peroxjlo: 

REARREGLO- Llpido· + 01 - Lfpldo-o:;r· -.RADICAL PEROXILO 

Los radicales peroxilo pueden también extraer átomos de hidrógeno de otros 

ácidos grasos y con esto provocar la reacciOn en cadena de la peroxidación lipldica. Al hacerlo, 

se forma a su vez un HIDROPEROXIDO. 

Llpido-01 • + Llpido-H - Lfpldo-OOH-HIDROPEROXIDO + Llpido • 

Los hidroperOxidos lipldicos son moléculas relativamente estables, pero algunos 

compuestos de hierro reducido catalizan su descomposiciOn, para dar origen a radicales alcoxllo 

(Llpldo-o·): 

Lfpido-OOH + Fe2
• - Fe3

• +OH-+ Llpldo-O·-RADICAL ALKOXILO 

También es posible la reacciOn de radicales peroxilo con compuestos de fierro 

(111): 

Lipido-00• + Fe3
• - Lfpido-O:;r • + H- + Fe2

• 
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Los radicales alcoxilo y peroxilo estimulan la cadena de reacciones de la 

peroxidación lipldica, al extraer átomos de hidrógeno de otros ácidos grasos no saturados. 

En la figura 1.5 se resumen algunos de los eventos de la 1ipoperoxidac16n lipldica, 

J.OH" 

~ ACIDO GRASO POUINSATIJRAOO (RHJ 

+ '-----"" H. 

~ RADICAL UPJOICO 

• ~ otENO CON.JUGADO 

• +02 

/'.../~ RADICAL PEROJULO 

o 
O• + +RH + 
~~·~ 

OH HIDROPEftOXJOO RACMCAL LIPIDICO 

~ 
PRODUCTOS DE PEROXJOACION: ALDEHtOOS,CETONAS, ES1ERES, ALCOHOLES ••• 

Figura 1.5. Cadena de eventos en la peroxidación lipldlca. x~ representa un radical libre con la 
energia suficiente para extraer un átomo de hidrógeno de un ácido graso insaturado. 

30 



7. Tabaquismo. radicales libres y peroxidación. 

Con anterioridad se sel'\aló la posibilidad de la generación de radicales libres a partir de la 

absorción por ciertas moléculas de energfa térmica. Efectivamente, ciertos materiales orgánicos 

al ser expuestos a altas temperaturas como en los casos en Jos que se quema la floresta y 

tambjén en la combustión de los constituyentes del cigarrillo. produce mezclas complejas de 

radicales libres; el contenido de radicales libres en el humo del cigarrillo es muy alto (Slater. 

1984) 

Se mencionó con anterioridad que la activación de células fagoclticas como es el caso de 

neutrOfilos. genera 0 2 ·, H 2 0 2 , HOCr y otras especies reactivas derivadas de estos. con el 

propósito de lisar bacterias. Si una proporción muy elevada de fagocitos son activados en un área 

especifica, estos podrán generar dano tisular. En el llamado síndrome de angustia respiratoria del 

adulto (AROS= adult respiratory d1stress syndrome), al igual que en otras afeccc1ones del tracto 

respiratorio incluyendo al asma bronquial, el dano pulmonar parece ser mediado por el influjo de 

neutrófilos en el pulmón. los cuales son activados y generan prostaglandinas. leucotrienos. 

enzimas proteollticas como elastasa y desde luego especies reactivas de oxígeno. El humo del 

cigarrillo incrementa de dos a cuatro veces el número de células de respuesta inflamatoria en el 

tracto respiratorio(Hunninghake et al, 1983). Los macrófagos alveolares de los fumadores son 

capaces de liberar oxidantes en abundancia; el mecanismo involucrado en este fenómeno se 

desconoce pero se asocia a la ingestión crónica de particulas en suspensión inhaladas con el 

humo del cigarnllo (Hubbard, 1987). El numero de mRNA transcritos del gene b245 (que codifica 

para el componente principal del sistema de NADPH-oxidasa. que media la producción de 

oxidantes en fagocitos) está incrementado en macrófagos alveolares de fumadores de cigarrillo. 

hecho consistente con el concepto de que estas células son capaces de producir oxidantes en 

forma exagerada. 
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Por otro lado , se han podido detectar incrementos en la concentración de 

productos de peroxidación (cromolfpidos fluorescentes) en individuos fumadores (Pre. 1989). Al 

investigar el efecto de la exposición a humo de cigarrillo en plasma sangulneo humano, se 

encontraron incrementos importantes en la concentración de hidroperóxidos lipldicos (Frei et al. 

1991). En estudios similares (Cross et al, 1993) se encontró que la exposición de plasma humano 

a la fase gaseosa del humo del cigamno genera peroxidaciOn lipfdica y también perox1daci6n de 

protelnas. En adición, desde hace varios a~os se sabe que la concentración de algunos 

antioxidantes como el ácido ascorbico y el ácido úrico se encuentra disminuida en individuos 

fumadores (Cross etal, 1993; Frei, 1991). 

Pryor ha reportado la existencia. en el humo del cigarrillo de un radical libre de larga vida 

cuya estructura qulmica parece corresponder a una semiquinona (Pryor et al, 1983). Se sabe que 

las quinonas pueden participar en reacciones de oxido-reducción. En este proceso las quinonas 

son reducidas a hidroquinonas, o bien las hidroquinonas oxidadas a semiquinonas las cuales en 

turno son capaces de reducir el oxigeno hasta anión superóxido. La d1smutaciOn de este radical 

llevarla a la producción de peróxido de hidrógeno y éste podria descomponerse en presencia de 

metales de transición hasta radical hidroxilo, como se mencionó con anterioridad es uno de los 

radicales más reactivos (Pryor, 1987). 



8. Mecanismo fisiológico de protección antioxidante. 

Un antioxidante ha sido definido como aquella substancia que presente en 

concentraciones bajas (comparadas con las de un sustrato oxidable), decrementa de forma 

significativa o bien previene la oxidación de aquél sustrato (Halliwell, 1991 ). 

Existen en general dos grupos de antioxidantes, clasificados de acuerdo a su 

mecanismo de acc1on. En primer término se presentan los antioxidantes preventivos. los cuales 

actuan al inicio del proceso de oxidación. reduciendo la frecuencia de inicio de una cadena de 

oxidac10n. y los antioxidantes que actuan bloqueando dicha cadena y captan radicales 

directamente, acortando por tanto la longitud de la cadena de oxidaciOn. 

ANTIOXIDANTES 

1 Los que actuan previniendo el inicio de 2.Los que actuan bloqueando o 

la cadena de ox1dac16n: rompiendo la cadena de ox1dac16n. 

(Chain breakings). 

1•.Reductores de peróxidos organices e inorgánicos: (vitamina E, vitamina C. super6xido 

hidroper6xidos. (catalasa, glutatión peroxidasa etc.) dismutas). 

1b. Secuestradores o inactivadores de metales de 

transición. ( transferrina. ceruloplasmina, etc.) 

De acuerdo a su naturaleza qulmica. los antioxidantes han sido clasificados también 

a)no enzimáticos (secuestradores de radicales libres y especies reactivas: vitaminas C y 

E, p--earoteno. écido úrico, bilirrubina, etc.) y b) enziméticos (superóxido dismutasa. glutatiOn 

peroxidasa, catalasa). 
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Las enzimas antioxidantes se caracterizan por su alta especificidad, por su locahzaciOn 

dentro de la célula y por tener Implicado en su mecanismo de acción un metal especifico que 

puede ser cobre, zinc. fierro. manganeso o selenio 

Las superóxido dismutasas son un grupo de enzimas que catalizan la siguente reacción: 

En el humano se han identificado varias isoenzimas que se diferencian tanto por las 

caractensticas de la apoenzíma (glicoprotelna) como por el grupo prostético (metales de 

transición). Las isoenzimas que contienen Cu ... y Zn2 * son al menos 4. tres de las cuales se 

encuentran relacionadas estructuralmente. Tienen un peso aproximado de 32000, y están 

formadas por dos unidades o monómeros de 16 KD cada uno El atomo de cobre es reducido a 

cu· y reoxidado a Cu2
'"' durante el ciclo catalltico; son c1tosóhcas, sensibles a cianuro y su locus 

genético se asume se encuentra en el cromosoma 21. La cuarta isoenz1ma Cu-Zn presenta una 

masa relativa de 150000 y es tetramérica, contiene cuatro atemos de cobre y posiblemente 

también cuatro átomos de zinc; esta SOO es inmunológ1camente distinta a las demas pero 

mantiene su sensibilidad al cianuro (Marklund et al. 1982) Las SOD-Cu.Zn se encuentran 

distribuidas en todos los tejidos y se calcula que el ser humano tiene aproximadamente 4 gramos 

de estas enzimas en total (Tabla 4). 

Un segundo tipo de SOO es mitocondrial y contiene manganeso en su sitio activo, una 

estructura molecular diferente, además de que presenta una concentración 1 O veces mayor que 

la SOO-CuZn. Las bacterias poseen una superOxido dismutasa que también contiene manganeso 

en su sitio activo y es similar en cuanto a su secuencia de aminoácidos se refiere (Tabla 4 ) .. 

Tabla 4. Algunas caracterfsticas de las familias de superóxido dismutasas. 
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Tabla 4. Algunas caracterlsticas de las familias de superóxido dismutasas. 

TIPO PESO ESTRUCTURA 
MOLECULAR 

500 Cu. Zn 

·ec soo 1cu. Zn> TETRAMERICA 
(gl•COp<o1ei,,••I 

•o ooo o 80 ooo OIMERICA O 
TETRAMERICA 

4'0 ººº o 80 ººº OIMERICA O 
TETRAMERICA 

• SuperO••do dosmutaw e•lr•C.Olular EC·SOD 

LOCALIZACION 

CITOSOL 

EXTRACELULAR Y 
ASOCIADA A 
MEMBRANA 

CITOSOL O MATRIZ 
MITOCONORIAL 

CITOSOLO 
CLOROPLASTOS O 
MITOCONORIAS 

DISTAIBUCION 

EUCARIONTES Y ALGUNOS 
PROCARIONTES 

MAMIF"EROS. AVES Y 
PECES 

TODOS LOS AEROBIOS 

PROCARIONTES. ALGUNOS 
EUCARIONTES (PLANTAS) 

Otra enzima de protección antioxidante es Ja catalasa, que se encuentra en peroxisomas 

y cataliza la siguiente dismutación. 

Otro grupo de enzimas son las peroxidasas, una de las cuales, la mas importante en 

mamlferos es la glutatiOn peroxldasa, que cataliza la siguiente reacción: 

2GSH + H 2 0 2 -.G. PEROXIDASA-. GSSG + 2 H 2 O 

Por otra parte la glutatión reductasa convierte al glutatión oxidado GSSH en 

glutatión reducido GSH. con la intervención de NADPH, permitiendo asl que la acción 

antioxidante de la peroxidasa sea regenerable. 

El a-tocorerol constituye en el ser humano el mas importante y efectivo compuesto 

antioxidante bloqueador de la cadena de oxidación (Halliwell, 1991 ). Sin embargo. la capacidad 
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antioxidante total de la vitamina E es la suma de las acti\lidades de los 8 tocoferoles que la 

constituyen ( Diplock, 1994). 

En la reacción en la cual el u- tocoferol (a) interactua con radicales como el peroxilo (b), 

éstos Ulllmos son transformados en hldroperóxidos (d), mientras el u;.tocoferol es convertido en 

radical tocoferoxilo (C). El radical u-tocoferoxllo puede aceptar un átomo de hidrógeno y formar 

nuevamente o.-tocoferol. la reacción 1 es por tanto reversible Si una ulterior oxidación tiene lugar 

entonces el anillo de crornanol del tocoferol es abierto. dando lugar a una u- tocoferil quinona (e) 

(u-TO) 

OH~CH> 
CH~o,...J(R 

CH> 

(b) H CH:s 

+ROO• _l__ º«Y?" •--¡-- 1 CH, 

H CHs ~ O R 
CH• 

(a) (e) 

O~CH> ?" 
1 CH, 

CHs ~ O R 
CH> 

0~CH, 
CH> 

::::0-... R 
CHs O OH 

CH> 
(e) (e) 

Figura 1.6 

+ROOH 

(d) 

Esta reacción 11 es irreversible. Las concentraciones de u-TO en tejidos animales es muy 

baja, to que indica que la vitamina E es llevada mlnimamente hasta este estado de oxidación. Es 

muy probable que ta "itamina C y también carotenoides puedan regenerar oportunamente al 

tocoferox\radical de nuevo a u-locoferol (\) (Figura l. 6) 

El écido ascórbico, o vitamina e constituye otra de las moléculas que posee capacidad 

antioxidante en los tejidos animales Sin embargo es en principio, un cofactor enzim3tico para 
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varias hidroxilasas, especialmente la prolina hidroxilasa y la lisina hidrox11asa hierro dependientes, 

asf como para la dopamina P-hidroxilasa. La función especifica del ascorbato es mantener el 

hierro en su forma reducida, factor indispensable para la hidroxilac16n 

Dos oxidaciones sucesivas del ácido ascorbico lo convierten en deh1droascorbato. 

pasando por el radical semidehidroascorbato durante el curso de una racción El 

deh1droascorbato podria ser degradado hasta ácido oxálico y treonico, a no ser por la 

intervención de un mecanismo enzimático que metaboliza la regeneración del dehiroascorbato 

nuevamente a ascorbato. La enzima responsable es la dehidroascorbato reductasa dependiente 

de glutatlón y la reacción es la s1gu1ente· 

Dehidroascorbato 

DEHIDROASCORBATO + 2GSH ASCORBATO + GSSH 

reductasa 

El ácido ascórbico como antioxidante bloqueador puede interactuar capturando o 

neutralizando a radicales como el anión superóxido, el radical hidroxilo, el singulete de oxigeno 

asl como hidroperóxidos lipldicos. Sin embargo debe siempre tenerse en cuenta la capacidad 

pro-oxidativa del ácido ascórbico al interactuar con metales de transición, principalmente el fierro 

al que puede mantener en su estado reducido: 

AS 
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La combinación de ácido ascórbico y Fe•2 o bien Fe•3 genera intensa oxidación de ácidos 

grasos poli-insaturados. 

El radical formado (AS.) y que también se genera en el curso de la reaccrón del 

ascorbato con radicales libres, es el anión radical dihidroascorbato, muy poco reactivo . Este 

decae por d1sproporcionación hasta vitamina C y dehidroascorbato, como se muestra a 

continuación: 

2H+ AS Dehidroascorbato 

Se ha investigado de manera intensa recientemente la participación del ácido ascórb1co 

en la regeneración del a:- tocoferol a partir de su radical a- tocorerox1lo. El mecanismo implicaría 

la donación por parte del ascorbato del hidrógeno requerido para evitar la formación irreversible 

de la a:-TQ., de acuerdo al esquema siguiente. 

ROOH TO· AS GSSG NADPH 

ROO.. PEROXIOO.ROOH. HIDROPEROXIDO. THO.u-TOCOFEROL. TO•.TOCOFEROXILO. OHA.OEHIOROASCORBATO 
AS.ASCORBATO. GSH.GLUTATION REDUCIDO. GSSG.GLUTATION OXIDAOO.NAOP Y NAOPH.DINUCLEOTJDOS 

Figura 1.7 
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Otros antioxidantes que pueden identificarse en tejidos biológicos y han sido motivo de 

intensa investigación son el ácido úrico (Ames, 1981). la transfernna y la ceru/oplasmina 

(Guttendge. 1978; Halliwell and Gutteridge, 1986). El ácido úrico que se acumula en los tejidos 

humanos como producto del metabolismo de las purinas puede encontrarse en concentraciones 

de hasta O 45 nM y es un importante captador de radicales peroxilo. hidroxilo y singulete de 

oxigeno; también se ha reportado la capacidad de este compuesto para capturar hidroperOxidos y 

ozono La ausencia de la enzima urato ox1dasa en el ser humano podrla ser benéfico. al perm1t1r 

un mecamsmo ant1ox1dante singular (D1plock, 1994). 

Estrés ox1dat1vo. 

El conocimiento cada vez mayor de las especies reactivas del oxigeno por un lado y de 

compuestos antioxidantes por el otro ha llevado al concepto de estrés oxidativo. Se define como 

un d1sturb10 en el balance antioxidante y pro-oxidante (Figura 1.8), en favor de este último .Para 

mantener ta homeostas1s, existe el requerimiento de una continua regeneración de la capacidad 

ant1ox1dante. y s1 esta no se logra. el dano ox1dativo tendera a acumularse , resultando en la 

presencia de eventos patológicos (Sies, 1991).La determ1nac10n de un estado de estres oxidativo 

en seres humanos es dificil y no se ha establecido actualmente un parametro que pueda utilizarse 

como indicador de esta conéiciOn. 

AGENTES PROOXIDANTES 
(Qulmicos y fls1cos: radiaciones UV y 

ionizantes. contaminantes, drogas.etc). 

ANTIOXIDANTES PREVENTIVOS 
(catalasa,peroxidasa.transfemna,etc) 

+ 
ANTIOXIDANTES BLOQUEADORES 

O "CHAIN BREAKING" 
(Vitamina C y E, carotenos. SOD.etc ) 

Figura 1.8 
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11. DEFINICION DE LA HIPOTESIS DE TRABAJO. 

En la zona metropolitana de la Ciudad de México se rebasan contmuamente los /Imites 

de las normas internacionales de la calidad del aire y el llmite para el Indice Metropolitano de 

Calidad del Aire para el ozono (Gréficas l. 1 y 1.2). Esto significa que una alta proporción de la 

población permanece expuesta a una elevada concentración de oxidantes fotoquimicos como 

contaminantes atmosféricos durante periodos prolongados a lo largo del al"lo. 

Los estudios en animales y en humanos han podido comprobar que el ozono. el principal 

oxidante presente en una atmósfera contaminada, es capaz de generar cambios bioqulmicos. 

fisiológicos y funcionales de los sistemas biológicos (Parte 1.2; tablas 1 y 2). En este sentido, se 

ha postulado como posible mecanismo bioqulmico de da/\o por ozono, la oxidación de moléculas 

biologicas. entre ellas llpidos (Parte l. 2 y 1.4) 

En una población de hombres y mujeres, cllnicamente sanos. con edades promedio entre 

22 y 35 anos y que residen por un periodo determinado en la Ciudad de México (residentes 

permanentes y recien llegados) o que nunca han estado en ésta ciudad, cabe esperar se 

cumplan las siguientes premisas: 

1. Al organizar a los grupos de estudio por penados de estancia en la Ciudad de México, 

éstos presentaran diferencias significativas en cuanto a la concentración de lipoperóxidos 

lipldicos y la capacidad de respuesta antioxidante del suero sangulneo obtenido de su sangre. 

2. La concentración de lipoperoxidos se encontrará relacionada con el penado de 

estancia de los grupos en estudio en la Ciudad de México Del mismo modo. la capacidad 

antioxidante del suero se incrementara en relación al tiempo de estancia, en respuesta a una 

desigual exposición a los contaminantes atmosféricos (oxidantes derivados de smog fotoqufmico) 
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3. Al comparar dos grupos de sujetos con y sin hábito de tabaquismo, se espera 

encontrar diferencias al comparar la concentracion de llpoperóxidos y la capacidad antioxidante 

del suero sangulneo. 
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111. OBJETIVO. 

Medir algunos productos de la oxidación de Upidos (reactivos al acido tiobarbitúrico, 

dienos conjugados y cromoUpidos fluorescentes) y la capacidad antioxidante (mediada por 

superóxido dismutasa y capacidad sérica antioxidante) en suero sangulneo humano de dos 

poblaciones con diferente tiempo de exposición a contaminantes atmosféricos. con y sin hébito 

de tabaquismo; determinar si existen diferencia significativas en los niveles de los citados 

parámetros entre ambas poblaciones al nivel de sensibilidad de las técnicas seleccionadas. 
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IV. MATERIAL V METODOS. 

1.-REACTIVOS Y EQUIPO 

Se utilizaron los siguientes reactivos grado analltico Sigma Chem.: Nicotin adenln 

dinucleótido fosfato reducido {NADPH); Adenosln difosfato {ADP); nicotinam1da; écido 2-

tiobarb1túrico; 1, 1.3,3 tetrametóxipropano; sulfato de quinina; hipoxantina; xantina oxidasa; 

nitroazul de tetrazo110; tris HCL; albumina bovina; hidroxitolueno butilado (BHT): écido linoléico: 

ac1do araquidómco,Trizma[tris(hidroximetil)am1nometano];. Merck Darmstadt· acido 

tncloroacético; Bcido sulfúrico; écido clorhldrico: tungstato de sodio; cloruro de potasio; sacarosa; 

mono y d1fosfato de sodio; sulfato férrico Sigma de México: sistema Hycel 116-117 para 

hemoglobina. Boehringer Mannheim: SuperOxido dismutasa (SOD). EM Science: etanol. metanol, 

cloroformo y ciclohexano de grado cromatogrBfico. 

Equipo Centrifuga preparativa Beckman J2-HS y ultracentrlfuga Beckman LS-75; 

espectrofotOmetro Beckman DU-64; espectrofotómetro de fluorescencia Perkin-Elmer MPF-3. 

2. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS. 

Con base en un acuerdo con la Jefatura de Ensenanza del Hospital de Especialidades 

del Centro Médico Nacional Siglo XXI. se tomaron muestras de sangre a médicos residentes de 

dicho hospital. 

Muestras. Se realizaron 200 tomas (112 hombres y 86 mujeres). De este número se 

consideraron aquellas muestras que de acuerdo a un historial c\lnico llevado a cabo para cada 

participante (efectuado por la Jefatura de ensenanza y los laboratorio de investigación en 

b1oqulmica y de anahsis cllnicos del hospital citado), una hoja de captación de datos y una 

entrevista personal cumplieron con los siguientes criterios: 

Cntenos de inclusión 



a) Muestras de hombres y mujeres con edades entre 22 y 35 anos. 

b) Muestras de residentes de por lo menos 20 anos en las zonas centro y suroeste del Distrito 

Federal y no fumadores (ni ocasiona/es). 

c) Muestras de residentes del interior de la Repub/ica Mexicana con no mas y no menos de ocho 

dias de residir en la zona centro y suroeste de la Ciudad de México y con perlmetro de actividad 

laboral circunscrito al area del Centro Médico Nacional y no fumadores {ni ocasionales). 

d) Muestras de residentes de ciudades de la provincia. con por lo menos 10 anos de no haber 

visitado la zona urbana o conurbada de la Ciudad de México y no fumadores (ni ocasiona/es). 

e) Muestras de residentes de ciudades de la prov1nc1a fumadores ocasionales o con hábito de 

tabaquismo. 

Criterios de no inclusión. 

a) Cualquier padec1m1ento agudo o crónico presente en por lo menos las Ultimas 4 semanas 

previas al dla de la toma de muestras, incluyendo padecimientos respiratorios comunes como 

gripe. tos. etc. 

b} Muestras de sujetos que se encontraran consumiendo (o hubiesen consumido en las 4 

semanas previas) cualquier e/ase de medicamento. suplemento alimenticio. droga. vacuna. etc. 

Criterios de exclusión. 

a) Sueros lipémicos. 

b) Sueros que mostraran cualquier evidencia de hemó/isis. 

Para el estudio del efecto de la contaminación se formaron tres grupos: Un grupo 

compuesto por 24 sujetos Jos cuales fueron residentes permanentes de Ja Ciudad de México y 

especificamente de mas de 20 anos de residir en la zona centro y suroeste del Oislnto Federal 



(Grupo C); otro grupo compuesto por 21 sujetos de reciente estadla en la Ciudad de México y 

especlficamente de 8 dias de residencia y de laborar en la zona centro y suroeste del Distrito 

Federal (primera semana de marzo de 1994) (Grupo B) Finalmente un grupo control compuesto 

por 35 su Jetos que no visitaban la Ciudad de México por lo menos en los últimos 1 O anos y 

residentes de distintos lugares de la provmcia, pertenecientes a los estados de Guerrero. 

Michoacán, Puebla. Veracruz, Chihuahua. San Luis Potosi, Coahu1la y Monterrey (Grupo A). Los 

participantes en el estudio recibieron una dieta habitual proporcionada por los comedores del 

IMSS de cada hospital. no presentando vanaciones determinantes. En cuanto a su actividad 

flsica, todos los voluntarios, de los tres grupos en estudio tuvieron s1m1lar rutina de trabajo, 

relacionada con las actividades propias de su profesión y de entrenamiento docente El promedio 

diario de permanencia en lugares cerrados y abiertos fue de 21 ± 1.10 horas y 3 ± 1.0 horas 

respectivamente. Para el caso de los efectos del tabaquismo se formaron dos grupos de 

residentes con y sm hábito de tabaquismo conformados por 25 y 35 personas respectivamente. 

No se consideró la cantidad de cigarrillos consumidos dado que en la mayoria de los casos se 

trató de fumadores ocasionales; por lo que se clasificaron como Mfumadores" aquellos que 

consumieran entre 1 y 5 cigarrillos por semana o más, y no fumadores aquellos que no fumaran 

m ocasionalmente. Los residentes para la formación de estos grupos fueron unicamente de 

ciudades de la provincia y muestreados durante la pnmera semana de marzo de 1994. 

Determinación de la exposición al ozono. 

a) Para el grupo C. La concentración de ozono en este grupo se determinó calculando el 

promedio diario de 24 valores horarios de ozono para el periodo comprendido entre marzo de 

1988 y marzo de 1994 (Departamento del Distrito Federal. Dirección de Ecologla, Subdirección 

de Cahdad del Aire) Dentro del promedio se incluyen registros de horas del dla en que la 

contaminación puede ser muy baja. Esto determina que los valores que se presentan no 

parezcan tan elevados como de hecho lo son en las horas mas crllicas durante varias horas a lo 

largo del dla (tabla 4) 



b) Para el grupo B. La concentración de ozono en este caso se determinó tomando en 

cuenta el promedio de los valores de contaminación por ozono presentes durante el tiempo de 

estancia de los residentes en el D.F.(pr1meros ocho dfas de marzo de 1994) (Departamento del 

Distrito Federa/. Centro de Información Sobre el Medio Ambiente. CIMA). El tiempo de exposición 

corresponde igualmente a 24h/dla (Tabla 4). 

c) Para el grupo A. La concentración de ozono se determinó en este caso con el 

promedio de los valores de /as concentraciones de ozono para la ciudad de provincia con un 

grado de contaminación más elevado. para el periodo de tiempo de un ª'°'º previo a que fueron 

muestreados los residentes (y durante el muestreo) y que corresponde a la ciudad de Monterrey 

(Subdelegación de Protección Ambiental del estado de Nuevo León. Monterrey, N.L.). Todas las 

concentraciones de ozono presentes en las demás ciudades fueron menores (datos no 

mostrados) (Tabla IV. 1 ). 

GRUPO ZONA PROMED/003 TIEMPO DE 

ppm• EXPOSICJON 

e centro·suroeste 0.152.±0.021 24h/dfaXSa"'os 

B centro·suroeste o. 140±0.036 24h/dla.X8dias 

A (control) zona urbana siempre menor a 24h/dlaX1 ª'°'º 
0.029±0.009 

Tabla IV.1. Exposición al ozono de acuerdo a Jos grupos estudiados. •promedio.:: D.S. 

•• 



Toma y procesamiento de las muestras 

La sangre (10 mi). se colectó a partir de las 9:00 horas de la mal'\ana. en tubos estériles 

al vacfo (Vacutainer. Becton Dickinson). Posteriormente se permitiO la separación del coágulo de 

las muestras (20 min.) y se centrifugaron a 1000 x g durante 15 minutos para la obtención de los 

sueros. los cuales se fraccionaron en tres porciones. A las muestras destinadas a la 

cuantificación de los productos de peroxidaciOn se les adiciono 2.2 mg por mililitro (10mM) de 

hidroxitolueno butilado (BHT) como antioxidante y posteriormente fueron congeladas a -70ºC. Las 

muestras destinadas a la cuantificación de la capacidad antioxidante del suero fueron puestas en 

refrigeración entre 2 y 4 ºC para ser analisadas en los días subsecuentes. Las muestras 

destinadas a la cuantificación de superox1do dismutasa se valoraron en las horas siguientes a la 

toma y el remanente fué puesto en congelación (-70ºC). 

Determinación de hemoglobina. 

Todos los sueros que presentaron evidencia de hemOlisis fueron excluidos. Para 

descartar la posible interferencia de hemoglobina en los ensayos de superOxido dismutasa y 

productos reactivos al tiobarbitürico, a los 62 sueros congelados a -70° C se les aplico un ensayo 

para la cuant1ficaci6n de hemoglobina. basado en la formación de cianometahemoglobina por 

ferricianuro (Eilers RJ, 1967). No se encontraron valores por encima del limite de detección de la 

técnica y que es de 0.01µg por mi. Cinco muestras recientes de sangre completa mostraron un 

valor promedio de 0.14 ± 0.002 mg. de hemoglobina por mililitro. Los autores senalan que la 

congelación de las muestras no interfiere con la determinación. 

Cuantificación de la lipoperox1daci6n llpldica. 

47 



A partir del la figura IV.1 es posible sel"lalar los productos de la cadena de peroxidación 

que pueden ser indicadores del grado de oxidación del material lipldico. 

El grado de peroxidación lipldica puede ser determinado por varios procedimientos. Estos 

pueden dividirse en. los que miden los productos primarios de la peraxidac1ón como es el caso de 

dienos con1ugados e h1droperóx1do y, aquellos que miden productos de perox1dac1ón secundarios 

como son el malonaldehldo, 4-hidroxinonenal e hidrocarburos volátiles (etano y pentano) 

La interacción de algunos productos de peroxidac16n como el malonaldehldo con grupos 

amino primarios de protelnas. determina la formación de lo que parece ser un tercer tipo de 

compuestos, es decir. las sustancias fluorescentes derivadas de lipoperox1dac16n o cromollp1dos 

Estos ensayos han sido ampliamente utilizados, especialmente en sistemas m vttro, por su gran 

sensibilidad En la actualidad, las pruebas incorporan cada vez con más frecuencia el uso de 

cromatografia liquida, ya detección ultravioleta, de fluorescencia 

electraqufm1ca(Punchard and Kelly, 1996) 

La compos1c10n qulm1ca de los productos derivados de peroxidacion l1pfd1ca dependerá 

de la composición de los llp1dos blanco. asf como de la participación de iones metálicos en la 

reacción. Sin embargo, hasta el momento no es posible predecir la prevalencia de algUn tipo de 

producto de perox1dación en particular. Esta es la razón por la cual consideramos importante 

utilizar una prueba para los productos de perox1dac1ón primario, secundario y terciario. esto es, 

dienos con1ugados, reactivos al ATB y cromo\lpidos 

3. PRODUCTOS REACTIVOS AL ACIDO TIOBARBITURICO 

Al final del proceso de hpoperox1dac16n, se generan numerosos productos secundarios 

(Fig. 1.5). entre ellos se encuentra el malonaldehldo. el cual puede ser utilizado como indicador de 

la perox1daciOn de llp1dos in vivo e m vttro. En la figura IV. 1 se ilustra un proceso teórico de 

formaciOn de malonaldehfdo a partir· de un ácido graso no saturado (modificado de Kappus. 

1985). 
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Figura IV.1. PeroxidaciOn de un ácido graso insaturado, hasta la formaci6n de malonaldehldo. 

Existe una buena cantidad de variantes a la reacci6n clásica para la cuantificaciOn de 

malonaldehido, esto es. la reacciOn del MOA con el ácido t1obarb1turico (TBA). la cual se venflca 

en medio ac1do y forma un pigmento colorido que puede ser medido a 533 nm. Además de las 

espectrofotométricas. otras met6dologlas para la cuantificación de MOA son: las de 
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espectrofluorescencia (Yagy, 1984) cromatografla de gases (Umano, Dennis y Shibamoto, 1988; 

Dennis y Shibamoto, 1989) y cromatografla liquida de alta resolución (HPLC){Bird et.al., 1983; 

Lepage et.al., 1991). Una metodologla ampliamente utilizada y que se basa en la determinación 

espectrofotométrica del conjugado MDA-TBA es la de Ohkawa. Ohishi y Yagi de 1979; en el 

peresente estudio se utilizó una modificación a dicha técnica; se trata de una metodologla 

ampliamente probada, accesible, de bajo costo y sensible. El lfmite de sensibilidad de la técnica 

empleada es de aproximadamente 0.5 nmol/ml. 

De una muestra de suero previamente puesta a 37ºC se tomaron 100 microlitros y se 

llevaron a 0.9 mi. de Tris HCI .. 50 mM, pH 7.4. A esta solución se adicionaron 200 µI H 2S04 

0.66 N y 150 mi de una solución de Na2 W04 0.3 M y se agitó vigorosamente con el fin de llevar a 

cabo la precipitación de proteínas (ver mas adelante porcentaje de recuperación).(Lepage, et al, 

1991). La muestra fué centrifugada a 2500 x g por espacio de 10 minutos. El sobrenadante se 

separó y se adiciono 1 mi de ácido tiobarb1túrico 75 º/o; ésta solución fué agirtada vigorosamente. 

La reacción se llevó a cabo a 95ºC durante 15 min. en tubos de borosilicato (100 x 13 mm) con 

tapones plástricos de rosca. Se enfrió la muestra antes de ser valorada espectrofotométricamente 

a 533 nm (Koster and Slee, 1980). Se realizo una curva patrón utilizando malonaldehido como 

estandar. La relación entre las concentraciones de suero y niveles correspondientes de productos 

reactivos al ácido tiobarbitúrico aparecen en la figura IV.2; se trata de 10 muestras ± D.E. En la 

figura JV.2 se muestran los espectros de absorción tfpicos de una muestra de malonaldehido y 

de suero sangufneo. mostrando sus máximos de absorción a 533 nm. 

Preparación del malonaldehido. 

Los estandares de malonaldehldo se prepararon a partir de la hidrólisis ácida del 1,1.3,3 

tetrametox1propano (malonaldehldo bis-dimetilacetal). El compuesto comercial fué destilado y se 

conservó a 4° C. A 220 mg del compuesto( 1 mM) se adicionaron 100 mi de una solución al 1 % de 

ácido sulfúrico. La solución se dejó en reposo por espacio de 2 hrs a temperatura ambiente, 

después de lo cual 1 mi de la solución se llevo a 100 mi del acido sulfurico 1 o/o (v/v). La 
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concentración de malonaldehfdo se verificó midiendo su absorbancia a 245 nm y utllfzando un 

coeficiente de extinción molar de 13.7 X 10 .. M"1cm· 1 en una celdilla de 1 cm de paso de luz. Una 

curva estandar tlpica con un rango de O.O a 6.0 nanomoles aparece en la gráfica IV.1. 

Gráfica IV.1 
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Porcentaje de recuperación de malonalcfehldo. 

A 0.5 mi de una muestra de suero sangufneo humano se adicionó una allcuota del 

estandar de MOA, para una concentración final de 20 µM (0.5 mi); se adicionaron además 1.1 

mg de hidroxitolueno butilado (SHT). H 2 SO,. 0.24 M (0.5 mi) y tungstato de sodio Na2W04 0.12 



M (0.5 mi) para un volumen de 4 mi y una solución sulfúrico-tungstato en el precipitado de 30 y 

15 mM respectivamente. El porcentaje de recuperación para 5 ensayos fué de 98.6 ± 2 %. 

0.6 

0.48 

t 0,36 

!i 
0,24 

0,12 

400 450 500 550 600 650 700 

longitud de onda (nm) 

Figura IV.2 

4. OETERMINACION DE CIENOS CONJUGADOS. 

Unos de los primeros productos en Ja cadena de peróxidación son los dienos conjugados. 

Se derivan de la formación de dobles y simples ligaduras alternadas dentro de la cadena 

hidrocarbonada del radical lipldico previamente formado a partir del ácido graso insaturado. A 

partir del uso de cromatograffa liquida de alta resolución (HPLC) se han podido separar 

cantidades aproximadamente equimolares de cuatro isómeros (cis, trans y trans-trans), formados 

a partir de la oxidación de metil linoleato (Chan y Levett, 1977).Se ha determinado su máximo de 

absorción a 236 y 233 nm, con coeficientes de extinción molar de 26000 y 26000 M" 1cm· 1 

respectivamente. Se recomienda para las determinaciones la utilización de un promedio de 

ambos parámetros. Las reacciones que llevan a la formación de diénos conjugados se incluyen 

también en la figura IV.1. 



Se efectuó una extracción lipfdica utilizando una mezcla de cloroformo y metanol (2-1 ). 

La muestra fué centrifuga a 2500 x g durante 1 O min.. El sobrenadante se reconcentró y se 

evaporó a sequedad en corriente de nitrógeno (cromatográfico 99 998%). El residuo se 

resuspend1ó en c1clohexano y se determinó su absorbanc1a a 234 nm utilizando para los cálculos 

un coeficiente de ext1nc1ón molar de 2. 7 X 104 M-1 cm-1 (Pryor and Castle, 1984). En la figura 

IV.3 se muestran algunos espectros tlpicos de los llp1dos contenidos en vanas alicuotas de suero 

sangufneo humano mostrando un pico de absorción caracter1st1ca de dienos conjugados a 234 

nm; Ja concentración de estos es proporcional a la de suero (Gráfica IV.3) 

23-4nm 
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Figura IV 3 

Para demostrar que la absorbancia localizada a los 234 nm es debida a la oxidación de 

lfpidos, se procedió a la inducción de la perox1dac10n de una mezacla de ácidos grasos puros con 

un sistéma generador de radical hidroxilo (F"enton). 
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Vesiculas de ácidos grasos fueron preparadas por el método de Gebick1 y Hicks (1976) 

como sigue: Una mezcla de ácido linoleico (40 mg). écido araquidónico (0.4 mg) y 4 mililitros de 

Tris HCI 0.1 M, pH 8 fué sometida a agitaciOn intensa (vortex) por espacio de 30 minutos: la 

suspensión resultante se disolvió en 20 mililitros del mismo amortiguador para lograr una 

concentradión final de 7 .2 mM de écidos grasos. Las vesículas se prepararon inmediatamente 

antes de ser usadas. El radical h1drox1lo fué generado a traves de la acción del peróxido de 

hidrógeno (H2 0 2 0.5 mM) en presencia de Fe2 ·-EDTA(100µM). 

La concentración del peróxido de hidrógeno se determino espectrofotométricamente 

midiendo su absorbancia a 240 nm usando un coeficiente de extinción molar de e= 81 M-1cm-1. 

En la figura IV.4 se presentan los barridos espectrales de la mezcla de ácidos 

grasos, asf como el aumento en absorbancia con respecto al tiempo al ser peroxidados con 

radical hidroxilo (reacc10n de Fenton) 

5. DETERMINACION DE CROMOLIPIDOS FLUORESCENTES. 

La determinación de la fluorescencia puede utilizarse como un parametro de la 

peroxidac1on tanto in vivo como in v1tro. 
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Figura IV.4 

El malonaldehldo puede reaccionar con los grupos amino llbres de compuestos 

biológicos como aminoácidos, protelnas, aminofosfollpidos, écidos nucléicos, etc., para formar 

con estos bases conjugadas de schiff. El sistema cromofór/co responsable de la fluorescencia es 

NC=CC=N, el cual contiene seis electrones n. 

Algunos pigmentos con caracteristicas cromofóricas muy próximas a las del sistema 

citado se han podido identificar en el interior de ciertas células en las cuales parecen acumularse 

al tiempo en que envejecen, de ahl que se les denomine pigmentos de la edad o lipofuccinas 

(Esterbauer et al, 1986). Estos pigmentos pueden ser extrafdos de la fase liposoluble de Jos 

tejidos biológicos con solventes organices y valorados posteriormente con máximos de exitación 

y emisión a 350 y 430 nm respectivamente. Con base en estudios espectroscópicos se 

comprobó que 1 mol de malonaldehído reacciona con 2 moles del ester de un aminoácido para 

rendir 1,amino,3 imlnopropenos bisubstituidos con las caracteristicas espectrales ya citadas (Chio 

and Tappel, 1969) (figura IV.5). 

~IUfl. 11 



O=CH~~=:<_?HNHR + R NH2 

RN=CHCH=CHNHR 
1·AM/N0-31MINOPROPENO N,N' BISUSTITUIOO 

Figura IV.5 

Se extrajo Ja fracciOn lipídica a una muestra de 250 microlitros de suero utilizando una 

mezcla de cloroformo-metanol 1-2 para lograr un volumen final de 1.875 mi. Se centrifugo a 3000 

X g 1 O min y al sobrenadante se adicionó una mezcla 1: 1 agua-cloroformo y se agitó 

vigorosamente;se centrifugo nuevamente a 4000 X g 5 min. De la fase orgánica se tomo 1 mi. y 

se adicono 0.1 mi. de metano! para aclarar la muestra. Los Hpidos extraídos se valoraron en 

relación a un estandar de sulfato de quinina 0.1 µg/ml en H 2S04 O.OSM con una excitación de 

350 nm y una emisión de 430 nm (Esterbauer et al, 1986). En la grafica IV.5 se presenta el 

aumento en la nuorescencia de concentraciones crecientes de sulfato de quinina; se trata del 

promedio de 5 muestras ± O.E. Para las determinaciónes en las muestras se tomo como 

estandar 100 % de fiuorescencia= 0.1 µg/ml. 

Gráfica IV.5 
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Se comprobó que incrementos en las concentraciones de suero corresponden 

igualmente a un aumento en Ja nuorescencia, con barridos espectrales con máximos de emisión a 
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430 nm (Figura IV.6); 100 unidades de fluorescencia son equivalentes a O. 1 µg de sulfato de 

quinina; la sensibilidad fué de 100% y las rendijas de emisión y exitación se ajustaron a 6nm. 

Para comprobar que las determinaciones de cromollpidos corresponden al aumento en 

la oxidación, se midió la fluorescencia de los llp1dos contenidos en una fracción mlcrosomal 

hepática. En la gráfica IV.6 se muestra el aumento en la Huorescencia con respecto al tiempo, de 

Upidos extraldos con cloroformo-metano! en la peroxidaclOn microsomal en presencia de NADPH 

y ADP-Fe3
•. Se utilizó como estandar 0.1 µg/ml de sulfato de quinina en H 2SO,. 0.05 M de 

acuerdo a la curva de Ja gráfica IV.5; se trata del resultado de 5 ensayos± O.E. 
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Se aprecia el aumento progresivo de la fluorescencia en la muestra que contiene 

NADPH. La concentración de protelna microsomal y de Jos compuestos de la mezcla de reacción, 

asl como las condiciones del ensayo son los que se presentan en el punto capacidad 

ant1ox1dante. 

6. DETERMINACION DE SUPEROXIDO DISMUTASA. 

Se trata de enzimas muy activas que intervienen en la dismutac16n del amOn superOxido, 

de acuerdo a la siguiente reacción; 

202" + 2 H• - H 20 2 + 02 

Dada la inestabilidad de su sustrato, generalmente la SOD se cuantifica a través de 

métodos indirectos y en base a su capacidad de eliminar anión superóxido de una mezcla de 

reacción 

En este caso, se utilizó un sistema que genera un flujo de 0 2 • , por la acc10n de la 

enzima xantina ox1dasa sobre su sustrato la xant1na o la h1poxant1na (Beauchamp and 

Freedov1ch. 1971 ). La mezcla de reacción contiene el colorante mtroazul de tetrazoho, el cual se 

reduce por efecto de la transferencia de electrones del anión, generando formazan. La formación 

del compuesto colorido determina la concentración de anión superóxido, y la 1nhib1c10n determina 

una medida indirecta de la cantidad de SOD en cada muestra de suero 

·se utilizó una mezcla de reacción conteniendo hipoxantina 1 X 1 o-" M • carbonato de 

sodio O.OS M: xantina ox1dasa 2.2 X 10·9 M; acido etilendiamino tetracét1co (EDTA) 1 X 10-" M y 

nitroazul de tetrazoho (NBT) 2.5 X 10-s M El pH de la mezcla fué SJustado a 10.2 con una 

soluciOn de acido clorhldrico 0.1 M. En la gráfica IV.7 se muestra Ja taza de reducción de NBT por 

el radical anión superó>udo generado por la interacción hipoxantina-xantina oxidasa; se trata de 

un ensayo a 25° c. pH 10.2 en un volumen final de O.Sml. 
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La reacción principia al anadir 3 microlitros de xantina ox1dasa 2.2 x 10"8 M en cada 

mezcla para 100 µI de suero: se toman las lecturas de la mezcla antes y después de dos minutos 

de iniciada Ja reacción, a 560 nm. La formación del colorante formazán en una mezcla que no 

contiene el suero determina el O º/o de inhibición, y las absorbanclas de las mezclas en las que 

hay suero determinan el % de Inhibición de cada muestra. Se sabe que una unidad de Ja enzima 

es capaz de producir 50 % de inhibición, y por tanto es posible determinar las unidades de la 

enzima presentes en una muestra de suero por miligramo de protelna. Un esquema general del 

procedimiento aparece en la figura IV. 7. 
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100l¡¡+ 10· 

~ro 

~/so~ H,o,+ 0 
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Figura IV.7 



Concentraciones crecientes de suero son capaces de inhibir proporcionalmente la 

reducción del NBT. En la gráfica IV. B se demuestra la inhibición de Ja reducción del NBT por 

suero sangufneo humano. Las condiciones son las anteriormente descritas; se trata del promedio 

de 5 ensayos con un mismo suero ± O.E. Como se observa. el máximo porcentaje de inhibición 

es de 85 '%. 

Gráfica IV.B 

100 200 300 400 

7. DETERMINACION DE PROTEINAS. 

Se cuantificó la concentración de protefnas (Lowry et al, 1951) para cada muestra de 

suero después de su obtención. Una curva estandar tlpica de proteinas fué de O a 150 µg de 

albúmina bovina para un volumen final de 2.7 mi.; el volumen de suero utilizado fué de 50 µl. 

8. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTlbXIDANTE DEL SUERO. 

Previamente pudo comprobarse la inhibición que el suero sangulneo humano ejerce 

sobre el sistema de peroxidaciOn microsomal dependiende de NADPH (Hicks and Medina· 

Navarro, 1995). La capacidad de inhibición del suero está relacionada con las moléculas 

antioxidantes contenidas en el, lo que pudo comprobarse al suplementar la d•eta de voluntarios 

con vitaminas antioxidantes y observar un aumento significativo de Ja capacidad antioxidante de 

su suero. 
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Peroxidación microsomal dependiente de NADPH. 

Existen dos procesos de peroxidación en microsomas, uno enzimático y otro no 

enzimático. El no enzimático es inducido por ascorbato y fierro y es activo aun en fracción 

microsomal desnaturalizada por calor: el otro. enzimático, es dependiente de NADPH, se inactiva 

con calor de ebullición y requiere de fierro y un agente quelante. Los ácidos grasos de los 

fosfollpidos contenidos en las membranas de la fracción microsomal son fuertemente oxidados 

dando lugar a la formación de peróxidos lipldicos y productos secundarios como el 

malonaldehldo. Pederson y otros autores (Pederson and Aust. 1973) han propuesto que la 

generación de radicales en Ja perox1daci6n microsomal enz1rnát1ca ocurre vla la formación de un 

ión ADP-perferrilo que cataliza la extracción de un metll hidrógeno de un ácido graso insaturado, 

de acuerdo al siguiente esquema general: 

ADP-Fe3 • 
,¡ 

NADPH-Crtocromo-------------NADPH +H. -•NAOP• 
P450 reductasa 

,¡ 
(ADP-Fe2

• -02} -LH-
.1 

L· radical lipldico 
+02 

LOO· radical peroxllo 
J, 

ADP-Fe3
• + LOOH (hidroperoxido) 

Figura IV.B 

Otros autores como Fong, McCay y King han propuesto la posibilidad de que la iniciación 

se verifique vla una reacción tipo Haber-Weiss (Fong et al, 1973; McCay et al, 1972; King et al. 

1975). 
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0 2 • + ADP-Fe3
• - 02 + ADP-Fe2

• 

ADP-Fe2 • + H202 - ADP-Fe3
• + OH + OH• 

En este caso el radical implicado como iniciador es el h1drox1lo (OH.). 

Ratas Wistar adultas fueron sacrificadas por dislocación cervical y sus hfgados fueron 

peñundidos con solución de NaCI 0.15 M, extrafdos y pesados. La fracción microsomal se 

obtuvo a partir de homogenados hepaticos al 50% (p/v) en sacarosa 0.25 M con homogenizador 

Elveh1em vidrio teflón. Se /levó a cabo un esquema de fracc1onam1ento como el que se presenta 

en la figura IV.9. La fracción microsomal final fué resuspendida en KCI 125 mM a razón de 1 mi 

por cada gramo de tejido original. Una aficuota de la suspensión obtenida conteniendo 1 5 mg de 

protefna microsoma/ se utilizó como sustrato para la /1poperox1dac1ón, la cual fué cuantificada con 

el ensayo de los productos reactivos al ac1do t1obarb1túrrco (como se explicó previamente). 

Para la inducción de radicales y la oxidación de las membranas m1crosomales se utilizó 

el sistema NADPH-ADP-Fe3
• (Wi//s, 1969), con una mezcla de reacción conteniendo: n1cotinam1da 

20 mM. KC/ 80 mM, ADP 2 mM, FeC/3 0.12 mM y NADPH 0.4 mM en amortiguador de fosfatos 20 

mM. pH 7.0 a una temperatura de 25º C, para un volumen total de 1.5 mi; el tiempo de incubación 

de acuerdo al ensayo. En ra grafica IV.8 se muestra el curso normal de /a peroxidac1ón 

microsomal dependiente de NADPH + H* con respecto al tiempo; en ausencia de NADPH la 

concentración de malonaldehldo permanece cercana a cero. 

La reacción se interrumpió al adicionar 500 Jil de ácido tricloroacét1co al 35 %. A la 

solución resultante le fué adicionado 1 mi de ácido tiobarb1tUrico 0.375 % en HCI 0.2 N y fué 

puesta en ebullición por 15 minutos Las muestras se enfriaron en hielo y su absorbancia se 

midió a 535 nm.(Hicks and Medina-Navarro. 1995). 



Muestr• de tejido 
hep41tico 

Homogeneizar en sacarosa 0.25 M 
Homogeneizador Pouer-Elvchjem; 4 tumos a 700 x g, pasado por una gasa. 

HOMOGENEIZADO 
en sacarosa 0.34 M 

centrifugado 
10 minutos a 
700 X g 

Fracci(m nuclear Fracción citoplásmica 
bruta completa 

Fracción pe!"iadll 
mllocondrlal. 

Frueción .. li~era 
mitoc:ondrlal". 

(fracción lisosomal 
enriquecida) 

Centrifugado 
IOmin 
a 3000 g 

Sohrenadance 

centrifugad¡ 
10 min 
15000 g 

Sobrenadan te 
pO!illl!iOSOmal 

1 

------
1 

Fra.::ción 
mlcro!iomal 

Figura IV.9 

centrifugado 
60min. 
u 105000g 

Fracción 
citosóUca 
(sobrcnadante) 
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Bajo las condiciones antes descritas se estableció la inhibición del sistema por diferentes 

aUcuotas de suero san guineo humano, como se muestra en la gráfica IV.9. En la linea con (+) se 

muestra el porcentaje de inhibición de varias alícuotas de suero; 0% representa el porcentaje de 

Inhibición sin la adición de suero, y se demuestra que se requieren aproximadamente 40 

miligramos por mililitro de suero para lograr cerca del 100 º/o de inhibición. En la linea con(•) se 

presentan las concentraciones de malonaldehldo; 8.09 nmol representa su concentración antes 

de la adición de suero sangufneo. La cantidad de protelna microsomal fué de 1.5 mg/ml y 0.4 mM 

de NADPH como en Jos ensayos previos y· el tiempo de incubación fué de 60 minutos; se trata 

del promedio de seis experimentos± O.E . 

.. ~ 
60 ~ "" . . 

L 

¡ + i 
I 

Gráfica IV.9 
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EVALUACION ESTADISTICA. 

Se trabajó con variables numéricas continuas, por lo cual, de acuedo a los ensayos de 

normalidad (Kolgomorov·Smimov) se eligieron las pruebas paramétricas ANOVA y prueba "t" de 

student y las libres de distribución Mann-Whitney y Kruskal·Wallis. Los resultados se evaluaron 

con la prueba de Dunn para las paramétricas y Bonferroni para las no paramétrlcas. Se utilizó el 

programa estadfstico Sigma Stat fer Wlndows, ver. 1, 1992·1994, Jandel Corporation. 

Prueba ••t .. de 
Srudcnt 
no pareada 
lntcrgrupos 
(2 grupos) 

Mann-Whitney 

HIPOTESIS 
Ho:X=X 
H,:x,,.x 

normalidad 

no nonnalidad 
Xo:DA-DD 
Xa:o"-ºª 

ANOVA 
intcrgrupos 

(3 grupos) 
un solo factor 

sin replicación. 

Bonfcrroni 

Kruskal-Wallis 

Dunn 

•• 



V. RESUL TACOS. 

Fueron considerados significativamente diferentes solamente los resultados que 

presentaron una P<0.05 tanto en la prueba "t'' de student como en el caso de ANOVA. Kruskal 

Wams y Mann-Wíthney. 

Al comparar al grupo B, o de breve estancia en la Ciudad de México (8 dfas). con el 

grupo control, esto es, de personas que nunca han vivido en /a Ciudad de México o la han 

visitado en los últimos 1 O ar'\os. solo se encontró diferencia significativa ar cuantificar la 

concentración de productos reactivos al acjdo tiobarbitúrico. P=O 01 y P=0.002. "t" y Kruskal

Wallis respectivamente (Tabla V. 13). 

Al comparar el grupo C, de personas que han vivido en Ja Ciudad de México durante los 

Ultimas 20 afies, con el grupo control. se presentaron d1ferenc1as s1gmficat1vas entre las 

concentraciones de cromolfpidos fluorescentes (P<O 001 Mann-Wh1tney y Kruska/-Wallis) entre 

los productos de peroxidac1ón. y en el caso de la Capacidad Antioxidante del suero (P<0.001 "t" y 

ANOVA) (Tabla V.13) 

Al comparar los grupos de fumadores y no fumadores se encontraron diferencias 

signrficat1vas entre las concentraciones de dienos conjugados (P=0.01 "f' y ANOVA). 

cromollpidos fluorescentes (P=0.001 "t" y ANOVA), y en la capacidad antioxidante del suero 

(P=0.004 Mann-Wliitney y Kruska/-Wallis) (Tabla V.14). 

A continuación se presentan los datos generales de los grupos estudiados para cada una 

de /as variables, asl como las tablas donde se resumen los resultados del anahsis estadlstico 

que se llevó a cabo de acuerdo al esquema presentado en la parte final de material y métodos. 
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DATOS GENERALES DE LOS GRUPOS DE ESTANCIA EN LA CIUDAD DE MEXICO PARA 
CADA VARIABLE. 

PRODUCTOS REACTIVOS AL ACIDO TJOBARBJTURICO 
TablaV.3 
C.ltlil"<l l'l\-1~NO ~lf-DI\ "1f.Ul·\1'1A Dl- ... \.J\(ION lff.fU)I~ 

F ... 1'\,h\.R ,.-,l\Nl>4H 

5 1 1 - 1 

--+-:-:~~!~--+-~-::-~~---+-e:-:~=~--------~~~:~~=!~---==--~~ 

DIENOS CONJUGADOS 
Tabla V.4 

CROi\!OL/PIDOS FLUORESCENTES 
Tabla V5 
<.ffl,PO T \'-1 ~Ño Mf lll \ MF.Ol~N \. OF~\. IA< ION F.J.!ROR 

1-">1 ,-\.:"'IOl>A.H t'I Ar--l>AH: 

a :?O 30.0.,,o __ J--'oJó-1.7.s~·-_ ....:~:.~~----- 1.136 -¡ A 35 _H.43 -7.UO =ffi• 1 ±o.H .... o 

~C-___ ~2~·---~LJ~S~.~58~-~3~6.00 2.9~----- ~----] 

SUPEROXIDO DISMUTASA 

6.055 
10.69 
7.29 

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL SUERO 
Tabla V.7 
f.JHl'O l\.'l'"'<I '1'01\ "\JIUI\"\ l>f-''1\(10"" JH,t{()f.( 

l .._,1 \..,,P \U f-...,1 ' ''' \J,l 

A 41 - .6 53. 
B 22 S3.S7 S3.41 2.97 0.633 

e 24 SS.83 SS.SO 3.2S 0.663 
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DATOS GENERALES DE LOS GRUPOS DE FUMADORES Y NO FUMADORES PARA CADA 
VARIABLE. 

PRODUCTOS REACTIVOS AL ACIDO TIOBARBITURICO 
Tabla V. 8 

FUMADORES :?3 
NO FUMADORES 35 

CIENOS CONJUGADOS 
Tabla V. 9 

FUMADORES 24 
NO FUMADORES 35 

CROMOLIPIDOS FLUORESCENTES 

SUPEROXIDO DISMUTASA 

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL SUERO 
Tabla V. 12 
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Tabla V.13. ANALISIS ESTADISTICO. ESTANCIA EN LA CIUDAD DE MEXICO 

./ ./ 
r-0.002 r-o.os 

Reaclivos al P> o.os P>0.05 
atb A vsC 
Dienos 
conjugados A P>0.05 P>0.05 
vs B 
Dicnos 
conjugados A P>0.05 P>0.05 
vsC 
Cromolfpidos P>0.05 P>0.05 
A VS B 
Cromolipidos ./ ./ ./ 

A "' e P<0.001 P<0.001 P<0.05 

Supcróxido ./ 
dismutasa A P-0.03 P>O.OS 
vs B 
Supcróxido 
dismutasa A P>0.05 P>O.OS 
vsc 
Capacidad 
antioxidante P>0.05 P>O.OS 
del suero AvsB 
Capacidad ./ ./ ./ 
antio"idante P<0.001 P<0.001 P<O.O~ 

del suero AvsC 

A- Grupo control: personas que nunca han vivido en la Ciudad de Mc!xico o Ja han visitado 
en los últimos 10 anos. 
B= Grupo de las personas cuya estancia en la Ciudad de México es de 8 dias. 
C= Grupo de persona!. que han vivido en la Ciudad de México durante los últimos 20 anos. 
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Tabla V.14 ANALISIS ESTADISTICO. FUMADORES y NO FUMADORES. 

>--=-----+-----+-------> ----+--------l-...---~-- --~ 
Reactivo!ll al 
ácido 
tiobarbitúrico 
Fvs NF 

P>0.05 

Die nos ../ 
conju1:,11doi. P=0.01 

P>0.05 

J' 
P=0.01 

J' 
P<0.05 

~c~F~.:~:..~N~o~~-p~id~o-,-+-.;-·----+----+-J'~--+-----+-----+-.;-•-~-~ 
F ,..s NF r-0.001 r-0.001 P<0.05 
Superóxldo 
dlsmutasa 
F Y5 N•~ 

-+------i-----+-------~--- -~----

Capacidad 
antioxidante 
del suero 

P>0.05 

./ 
r-0.004 

P>0.05 

J' J' 
r-o.004 P<O.OS 

Fvs NF 
-----~----"-----''-----"----'-----'------' 

F=Fumadores~ NF-No fumadores 
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VI. DISCUSION. 

Las especies reactivas del oxigeno pueden generarse de forma endógena a partir de 

reacciones metabOhcas de oxidación. por ejemplo a través de la actividad de ciertas oxidasas o 

bien, por la acciOn de componentes del humo del tabaco y contaminantes atmosféricos. e 

indirectamente por el metabolismo de solventes. drogas y pesticidas (Machlin and Bendich, 

1967). 

Las reacciones del ozono y aun las del N02 con las dobles ligaduras de /os ácidos 

grasos 1nsaturados ya se conocia (Thomas et al, 1958). El ozono no es un radical. pero puede 

oxidar moléculas bio/Ogicas directamente o bién reaccionar en soluciones acuosas alcalinas y 

producir oH· (Glaze. 1986; Mustafa, 1990). Se han podido 1dent1ficar ozOnidos secundarios 

denvados de la acc10n del ozono con componentes del surtactante pulmonar (lai et al, 1990). El 

ozono puede generar peroxidaciOn al formar radicales libres (Hoigne and Bader, 1975). El aire de 

la Ciudad de México contiene altas concentraciones de ozono (Bravo y Torres, 1978; Bravo et al. 

1993). 

Se desconoce la dimensión del dal'\o a ra salud de los individuos expuestos a 

ambientes contaminados y resulta- extremadamente d1flc1I de valorar. Sin embargo, la 

cuant1ficaciOn de los productos de peroxidación y de la capacidad antioxidante del suero. es una 

aprox1mac16n que consideramos razonable. Se ha reportado un aumento en los niveles de 

productos de peroxidación en el plasma sanguineo de fumadores (Pré et al.. 1988, 1990) 

(cromolip1dos, pero no reactivos al tiobarbitunco), lo que probablemente se deba a la cantidad de 

radicales libres en el humo del cigarrllo (Slater. 1984). En el presente estudio, se reportan 

incrementos en la concentracion de dienos conjugados (P<0.05) y de cromollprdos fluorescentes 

(P<0.01 )en el grupo de fumadores (Tabla V.14). Tomando como referencia estos hechos. es 
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posible encontrar evidencia de oxidación de algunos componentes del suero sangulneo de 

individuos con distinto grado de exposición a contaminantes atmosféricos. 

En el presente estudio se reportan incrementos en las concentraciones de productos 

de peroxidación lipldica como resultado de diferente grado de exposición a un ambiente con 

altas concentraciones de oxidantes fotoqulmicos (productos reactivos al écido tiobarb1túrico en el 

grupo B y cromollp1dos fluorescentes en el grupo C, Tabla V.13). Previamente se ha propuesto 

que el efecto del ozono y el bióxido de nitrógeno se relacionan con sus efectos oxidat1vos 

incluyendo la iniciación de la peroxidación hpldica (Thomas et al, 1969; Goldstem et al, 1970; 

Roehm, et al.. 1971;Chow and Tappel, 1972). Resulta notable que se encuentran diferencias en 

cuanto al tipo de producto de peroxidación respecto al tiempo de exposición de los grupos 

estudiados. Es importante recordar que. mientras el malonaldehldo (MOA) es un produclo 

secundario de la peroxidación de los ácidos grasos 1nsaturados, los compuestos fluorescentes o 

cromolipidos son aparentemente el producto de la reacción del MOA con am1noác1dos formando 

bases conjugadas de Sh1ff, lo que se ha podido comprobar in v1tro. Ciertos pigmentos 

fluorescentes de llpofuccma podrlan ser las bases de Sh1ff del MOA (Tappel, 1973 .Fletcher el at, 

1973). Se ha propuesto que dichos pigmentos, que suelen acumularse en el interior de algunas 

células, están relacionadas al envejecimiento (Jain and Hochtem, 1980) La acumulación de 

estos compuestos podrla explicar su incremento en el grupo con más alto grado de exposición 

(grupo C) (Tabla V.13); es importante comparar este parámetro con el de fumadores (tiempo 

prolongado de exposición a oxidantes) (Tabla V.14). 

Debido a que los mecanismos de defensa contra el daflo celular involucran la 

respuesta de enzimas antioxidantes como la superóx1do disrnutasa y la catalasa. el incremento 

en la actividad de superóxido d1smutasa en los ind1v1duos del grupo B (P=0.03 solo para MtM de 

student) podrla representar una respuesta ant1ox1dante inmediata ante la presencia de ciertos 

contaminantes atmosféricos. Se ha reportado un incremento en la actividad de las superóxido 

dismutasas (Cu, Zn y Mn) en pulmón de rata luego de la exposición a ozono (Dubick and Keen. 

1983; Dubick et al.. 1988; lqbal and Wh1tney. 1991). Sin embargo no se puede descartar la 
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posibilidad de que el 0 2 • liberado por las células de respuesta Inflamatoria durante la fagoc1tos1s 

de los debris del tejido dat\ado por el 0 3 , fuera el inductor de la SOD Otra posibilidad es la 

inducción de la enzima por alguno o algunos de los productos de peroxidación o por 

corticoesteroides (Randahawa et al., 1986) liberados como respuesta a la tensión oxidat1va 

(Marklund.1984). 

Dada la diversidad de las defensas antioxidantes especificas contra el dat"lo generado 

por los radicales libres, en el presente estudio se valoró la capacidad antioxidante del suero 

(CAS) para inhibir la lipoperoxidación en sistema microsamal de la rata, valorada como la 

concentración de malonaldehldo producido bajo la acción de un sistema controlado ADPINADPH 

+ H./Fe3 ·,(Hicks and Medina-Navarro, 1995). La acción antioxidante de la superox1do dismutasa 

queda excluida del para.metro. porque se sabe que el anión superOxido no interviene en la 

1nhib1c10n de la lipoperoxidac16n en el sistema citado (Koster and Slee, 1980). Esta es la razón 

por la que la superOx1do dismutasa se valora en el presente estudio de forma mdependiente. 

Se presentaron diferencias significativas entre el grupo C de residentes permanentes 

con el grupo control para la Capacidad Antioxidante del Suero(Tabla V.14). en los grupos de 

estancia en la Ciudad de México. Un incremento en el porcentaje de 1nh1bición para el grupo de 

residentes permenentes corresponde a una respuesta tardla de las moléculas antioxidantes que 

intervienen en dicha inhibición. al igual que el discreto aumento mostrado en la actiYidad de la 

superOxido dismutasa parece representar una respuesta temprana. Se ha podido comprobar la 

liberación de antioxidantes como vitamina E en respuesta a la inhalación de ozono (Rohem et al.. 

1972; Pryor. 1991). 

La respuesta antioxidante en el caso de los grupos de fumadores y no fumadores 

mostró un incremento en la capacidad antioxidante del suero se presento en el grupo de los 

fumadores. mientras que para et caso de la super6xido d1smutasa no se encontró diferencia 

signif1cat1va. La presencia de radicales libres en el humo del cigamllo se traduce en una 

peroxidación hpldica (Tabla V.14); ante el estimulo oxidativo, el suero de los indiYiduos fumadores 
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responde con un incremento en la capacidad antioxidante del suero (CAS). En la figura 34 se 

muestra un esquema general de la interpretación de los resultados obtenidos. 

REACl"NOSAL 
AC TIOttARBlfURICO 

Figura 34 

CAPACIDAD 
ANTIOXIDANTE 

DEL SUERO cr 

\~~~--8-CAROlENO 

lJOIOUINOl. 

En slntesis. la presencia de especies de oxigeno reactivas genera perox1dación. que 

se trAduce en un incremento (primario) de superóxido dismutasa. posiblemente por la presencia 

de las células de la respuesta inflamatoria (estallido resp1ratono) y de productos de perox1dac16n 

tempranos (reactivos al tiobarb1túrico); posteriormente. en una segunda etapa la liberación de 

antioxidantes se incrementa (CAS) e igualmente la de otros productos de peroxidac16n como 

cromollpidos, coincidiendo con el patrón general para fumadores. 

El grado de s1gmficancia de las pruebas estadisticas se fijó de tal forma que se 

cumpliera con la premisa de que sólo el 5% de los datos a favor de la hipótesis alternativa (una 

diferencia real entre dos grupos de datos) pudieran ser producto del azar. Este aspecto es 

importante. dado que significa que. de cada 100 1nd1viduos estudiados para una variable en 

particular. se puede estar equivocado en 5 de los valores estimados; es decir, que existen 

buenas posibilidades de equivocarnos para cualquiera de las variables medidas en el presente 

trabajo. Otra información importante. que debe tenerse en cuenta, es el pequeno margen que 

puede existir entre las variables del presente estudio; por ejemplo: 
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a) la posibilidad de cometer errores en la selecciOn de las muestras. Si bien las pruebas 

estadisticas contemplan teOricamente la posibilidad de "sesgos" no considerados, el número o 

bien la magnitud de los mismos puede sobrepasar lo estimado. Por ejemplo, uno de los criterios 

de inclusión supone que se trata de muestras de residentes de algunas ciudades de la provincia 

con por lo menos 10 at\os de no visitar la ciudad de México y no fumadores. Lógicamente, se 

puede estar subestimando la posibilidad de que algunos de tos sujetos estudiados se 

encontraran expuestos a algún tipo de contaminación local no contemplada. Otro tipo de sesgo 

podrla encontrarse al considerar las múltiples variables a las que seguramente estuvieron 

expuestos tos sujetos que vivieron en esta ciudad por mas de veinte at\os y en todos los grupos 

en el transcurso de la investigación. 

b) La naturaleza de los procedimientos. Uno de los procedimientos para determinar los productos 

de peroxidaclón, eso es, el que mide los productos reactivos al acido tiobarbitúrico ha sido 

cuestionado en varias ocaciones por la posibilidad de presentar interferencia con algunas 

moléculas orgánicas como la hemoglobina y el écido úrico, asl como por la posibilidad de que se 

forme malonaldehido en el transcurso del procedimiento. Aún tratandose de una prueba 

ampliamente utilizada como indice de peroxidación (Lepage et al., 1984), se debe tomar en 

cuenta la posibilidad de la influencia de estos factores en los resultados. 

El hecho de que de los tres productos de peroxidación estudiados. algunos tengan 

diferencias al grado de significancia estadlstica para un grupo de estancia y otros no. plantea la 

necesidad de cuestionar el significado de los resultados obtenidos. En las investigaciones futuras 

se habré de tomar en cuenta la posibilidad de modificar el enfoque metodológico si se pretende 

demostrar que el grado de exposicion a la contaminación del aire presente en la Ciudad de 

México es directamente proporcional al grado de peroxidación lipidica del suero sangulneo 

humano de los individuos expuestos. 

En el análisis estadfstico realizado se definieron las variables como numéricas y 

continuas, por lo que se procedió a realizar un contraste estadlstico y a establecer las hipótesis 

de trabajo referentes a las variables estudiadas (que existen diferencias entre los resultados en el 
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caso de la hipótesis alternativa). Cuando los supuestos para las pruebas estadlsllcas utilizadas 

se cumpheron. es decir, el caso de la normalidad y la varianza. se ut1zaron ras pruebas 

paramétricas .. t" de student y el análisis de varianza En el caso contrario. se recurrió a las 

técnicas alternativas no paramétricas de Mann-Witney y Kruskal Wallis. La 1ust1f1cac16n de su uso 

radica en que. respecto a un entena matemático de efic1enc1a estadist1ca, las pruebas no 

paramétricas son al menos iguales o superiores a las paramétncas. En realidad se podrla 

esperar a pnori resultados similares entre las pruebas paramétncas y no paramétricas si 

tomamos en cuenta que para 25 muestras aleatorias e independientes. una prueba paramétnca 

como "r de Student, no se ve afectada relativamente por infracciones a los supuestos de 

normalidad y varianza de la distnbuc1ón (Edwards, 1973). En términos generales. las pruebas de 

ANOVA y su contraparte no paramétrica son pruebas más exigentes. es decir, más ef1c1entes 

desde el punto de vista estadlstico. Esta debe ser la causa de la diferencia en los resultados 

entre las dos pruebas no paramétncas ut1hzadas en el caso de super6x1do d1smutasa entre los 

grupos A y B. La eficiencia de una prueba estadlstica se asocia a la probabilidad de que rechace 

la hipótesis nula cuando ésta sea realmente falsa, es decir, la ef1c1enc1a es 1 menos la 

probab1l1dad de cometer un error tipo 11. o sea 1-'\ (Bradley, 1968). Esto significa que, tomando en 

cuenta la efrc1enc1a estadlst1ca de las pruebas empleadas en el presente estudio, no debe ex1st1r 

diferencia significativa para el caso de la superóxido dismutasa para un vrvel de sign1ficancia de 

5'%. 
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VII. CONCLUSIONES. 

EST~ 
SALIR 

TES1S 
DE LA 

NO DEBE 
BUlllBTECA 

1. Existe una relación entre la exposición de grupos de individuos sanos, no fumadores, 

a la contaminación ambiental prevaleciente en la Ciudad de México y cambios b1oqulm1cos en el 

suero sanguineo proveniente de su sangre. Dichos cambios se encontraron en los niveles de dos 

productos de peroxidación cuantificados. Estos mismos cambios se encontraron en los mdiv1duos 

fumadores. Sin embargo, no es posible asegurar en forma definitiva que existe una relación 

proporcional entre el tiempo de exposición a la contaminación prevaleciente en la Ciudad de 

México y los niveles altos de productos de peroxidación medidos con las técnicas descritas. 

2. Se detectan diferencias significativas al comparar la capacidad antioxidante del suero 

un grupo de individuos con más de veinte anos de vivir en la Ciudad de México al ser 

comparadas con un grupo control. También se encontraron d1ferenc1as en este parámetro al 

comparar individuos fumadores y no fumadores. 
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Ahstruct 
"rhe cupucity nf hunian ~erun1 fur lnhlhiting in ~·itru 
the n1en1brunc lipuperoJ1:idullun i11dUl.0 ed by u 
cunlrnlltc'tl system (Al>P/NADPll + 11*/ .. cJ') wus 
demon'.'>1rutcd. A cnncentrution nf8 n1nuf urnudun· 
dialdeh)"de wu .. produced in 20 min In rut li'-cr 
n1icrn .. omC!ll ( 1.5 mi.: uf prutein) aOcr e:iriposurc ln un 
lnduced Jipope..-u.11:idul1un nlb:tu..-c. A.ddition uf 100 
µI ( 1.1.89 mg ofp..-otein) or humun !>crum dec..-eused 
mulondialdeh)de p..-oduclion neorly SO%. An 
Jncrea'.'l.e or 25.97% uf lhe inhlbltory cupacity of 
serun1 .,._ª"' ubtulned by thei11 ... urua1ddition or 10µU 
mi ofvitunlin E. °Tl.'n 1."olunteers werc.o supplemented 

wlth400mgof1.·lhlmin Eund 1 a;ofvltamln C/dully 
for 2 weoeks. ThrJr scrum inhibltory capacJty 
Jncreu!l.cd in 12% (p <0.0.5'). The !>C'rum Jnhlhitory 
cupuclty for mh.'rosomul lipopel'"o:iriidntJon Js de· 
scribl.'d he..-l!Jn. und ..._.e prupu!loe its utlllzutlon as un 
inde.11: to determine the indivfdua1I nonspc.ocinc 
antlo.11:ldatlve defenses a¡:Qlnst free.o radical injury 
a1nd llpopcro1ddatlon in relation to c.oxposure to ulr 
pollutanL<;;. tobacco smuke. and se\eral ucute and 
chronic disc.ouses. includlng the hypo:iriJU•l'"eperfusJun 
phc.onomena. (.-•rch ,\f~d R~s 1995: 26:169). 

KEY WORDS: Anlloiudants; V1tam1n E; Vnamin C; NADPH·dependent /1pope10.11:idalion; Serum protectlon. 

lntroduction 

Thc fnrmation of highly reactive. oxyscn-containing 
molcculal'" !1.pcc1cs is u nnrn1:.il conscqucncc of a varicty 
uf cs:o.cntial hiochcmical rcacli(lns (1). lf u ..-c:1ctivc 
molcculc cuntains onc ni'" mol'"C unpai..-cJ clccr..-ons, thc 
molcculc is lcl'"mc<..1 ot free rn<..lical ( 2). Prime ta..-gcr-. fo..
frcc n1<..lic:.al ..-cac11on' are thc unsatunttc<..I hond~ in 
rncmbr;mc lipi<.J.,, involv1n~ oxidativc convc..--.mn to 

Cul'TC"-Jl<lndcncc lu. 
Dr. Juan Jo .. ~ lhck.,,, Umd..d Je lnVo:\l1g>KIÓn ~1hJJ<.:.& en lhoc.¡uinuca, 
l lc..,,pil.;il <le F.'r<"c1alu.J•>dc .... C:0..1N Siglo XXI, J~fSS, PO Hm< l:?-Hf15. 
!l.tC-..i<;o, l>.F 
'Th1'i m.;inu-.crrpr wdl bcíncludcd ma lhc-.,,; .. 1oohtain !he M . .Sc. do:¡.:n.'c, 
Fao;ult;id tfo Cu.-nc1a ... Un1"cr.idacl Nm:1unal Autunnn1>1 de !'.1t-..ico 
fH:M1':> 

pdmary pnxluc1s known as lipid hydropcmxidc (3) 
(commnnly tcrmcd lipid pc..-o.11:idcs) and a vadcty of 
secondary mctaholitc .. , includins alcohols, kctoncs, 
aldchydcs. and cthcrs ( 4 ). Conscqucnt pcm.11:idation resulr.,. 
in a Joss in mcmhranc tlui<..lity and rcccptol'" alignmcnt 
and potcntially in ccJJulal'" lysis (5). Free ..-adical <..lamagc 
to sulfu..--containing cn7ymcs and olhcr prorcin .. 
culrninatcs in inactiva1ion, cn1ss-linking, and 
dcna1uratinn. Nuclcic ac1d .. c:m be artackcd~ suhscqucnl 
Jarnngc to thc DNA c;1n c;1u:o.c rnul;llions that may be 
carcinogcnic. Ox1dative Jamagc lo carbohy<..lra1cs can 
allcr any of lhc ccllular ..-cccptol'" functions including 
tho!<>c associatcd with hol'"monal and ncurotrnnsmittcl'" 
l'"cspon-.cs (6). 

Dcfcn¡.,cs again~t free rn<..lical <..lamagc includc a varicly 
of rnolcculcs with diffc:l'"cnt pl'"opcnic-. an<..I chcmical 
s1ruc1u..-c: only tlucc c~'cntial nu11'"icn1 .. c:1n dircctly 
.. cavcngc frc.: ..-a<..licals. Vililmin E (ct·tocophc..-nl), thc 
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TMble 1 
Scrum lnhibilDf)' Capacily (S.t.C.) 11nr.I Vitamin C um.I ~ Conccntrution Dcíorc 11nd Aftcr 15 D11ys of 

Vi1<1min E (400 mg) and Vitumin C CIOOCJ mg) Duily lngci.tion 

Group 

Ocforc 

Aflcr 

No1e: n .. 10; valuc.,. a.re mean :t: SO. 
•ucrorc vs. aftcr p <0.01. 
"'Bcforc vs. aftcr r <0 o:i;. 

VilaminE 
<1JPmll 

ll.40:t:2 . .'.\ 

IS.74 :t: 1.5• 

cuntrollcJsystcm (ADP/NADl>J·I + H*/Fc3") usd.:~cribcd 
by Wills ( 15), was uscd. Thc rc:u;:lion wuscarricd out ut 
diffcrcnt time..-.. utilizing thc following rcuction n1ixturc: 
nicminamidc 20 mM. KCI 80 mM. ADJ> 2 mM. FcCll 
0.12 mM ¡1nd NADPH 0.4 mM (Sigma Chcmical Co.) 
(16) and un ali4uot containing 1.5 1ng of microsomal 
protcin. All thc rcactants wcrc dilutcd in phusphatc 
buffer 20 mM pH 7 .O, at roorn tcmpcraturc. Thc rcaclion 
was stoppcd by thc addition of .500 µI oflrkhloroacctic 
¡1cid (35%). Onc millilitcr ofthc TBA solution (37.5 m¡µ 
100 mi in l-ICI 0.2 Nl was addcd, and hca1ed in a hoiling 
water bath for 15 min. Tite tuhcs wcrc coolcJ and tite 
absorhanccs incasurcd ;.1t 535 nin (17). As standard, 
l, l ,3.3-tetramethoxypropano(SigmaChcmical Co.) wa-. 
uscd. Whcn thc lipnpcrox.idmion i11 1•itro w;:1s done in 
prcscncc of diffrrcnt alil.¡uots uf human i.cru1n. thc 
inhibitory c:.1p;:1city was cxprC!->!<>Cd ai. pcrccnt. 

Vitunlin C. Thc com::cntration of ascurhic acid in lhc 
scnnn was mcasurcd aecurding to thc phosphotungi.tatc 
acid a,,;suyofKyaw ( 18). Thc s:implc rc;1ction (2 mi) wi1h 
thc phosphulungstatc acid is eomplctcd within 30 min 
and thc ahsorbancc at 700 nm is rcad against ¡1 hlank 
constitulcd with di-.tillcd water. L-ai.C(•rhic ;1cid (?l.1crck. 
Darnlst;:1dl) wus U!->Cd as standard. 

Vit11n1in E. Frcc tocuphcrol in thc scrum was ;:1ssaycll 
with thc use of ultraviolct lluonunctry, 01ccording to lhc 
micromcthod of H•mscn and Warwick ( 19). Thc 
1ocopherob are cxtractcd frnm scrum wilh hcxanc af1cr 
prccipitation ofprutcins with cthanol. Free tocophcrol ¡.,. 
cxposcd to uhravio1c1 light (295 nm) and thc induccd 
lluorci.ccncc is n1casurcd at 340 nm. Lickc standard DL
u; tocophcrnl (?\.1crck. Da1n.,;t;:1dt) was uscd. 

Studcnl ·s t test for paircd samplcs wus uscd for analyi.is 
of thc rcsults. 

Rcsults 

Figure 1 !->how .. thc diffcrcnt lipopcrox.idativc capa1.:ity 
ofthc systcm ADP/NADPH + Uº/Fc3• in rclation Intime 
interactiun with 1nicroso1ncs. Thc .5 nmol of1nalondial
dehydc mcasurcd wo1s obtaincd al 5 min uf intcrnction~ 

VituminC 
(mg/IOOml) 

U.70:t:.0.50 

l.K3 :t: 0.53" 

S.1.C. 

""" 47.14:t:5.3 

54.32 :f: 2.1"' 

howcvcr, thc incrcasc nf thc lipopcroxidc pro<luction 
continucd for 20 min; thc control slopc (nu continuou'i 
linc) rcprcscnts thc normal in vitro Jipnpcroxidation of 
1nicrosc11nal mcmhrancs. Figure 2 ,.huws thc cflCet uf 
di ITcrcnt scrum al ic.1uo1-. (uhci,.i.a) on thc lipopcrox.idati ve 
system assaycd. 1t is possihlc to ohtain ncarly 100% 
inhihition whcn 46.3 mg nf protcin is used (4CXJ µI uf 
~crum). Conscqucntly, it ¡.,. ncccssary toadJ l 3 mg scrum 
protcin, in ordcrtu obtain 50"..b inhibition ofthc in<luccd 
microsoma1 Jipupcroxidatiun, utilizing 1 .S mg nf 
1nicroso1nal 1nemhranc'i. An increasc of thc inh1hitory 
cffccls on lipopcrux.id•1t1on duc tu thc in t•itro ad<lition tn 
thc rcacliun mixturc of vitamin E (0.S - 10 µ1/1111) wa .. 
01d<led. TI1c oral admini-.1r;.i1ion for 2 wccks of vit;:nnin E 
ande IO lhc volu111ccrs incrcascd ,.¡gnific:mtly (p ·dUlS) 
thcir ,.cru1n inhihitory cap¡1city for lipopL•roxid;itinn. At 
thc !->an1c limc the le veis uf vitmnins in ~crurn incrca-.cd 
significantly (p <U.01) "'" wcll (Table 1 ). 

Discussion 
llighly reactive molcculcs callcd frcc r:1dic:1ls can 

CólU!->C darnagc hy rc;:1cting with polyun!->aturatcd fotty 
acid!-> in ccllular mcn1br:1ncs. nuclcotiLIL·.-. in the DNA. 
c•1rbohydralL':S :and critic•1I suUhydryl bonds in pwtcins 
including -.0111c i1nporta111 cn-zymcs (2). Free radic;1lscan 
ori,gín;:11c cndogcnuu!->ly for nonnal mclilhnlic functions 
( 1) or cxogcnnusly as 1...·omponcnts uf tohacco ¡mJ air 
pt1llut~1nts. ami indircctly through lhc mctahulisn1 uf 
ccnain ~olvcnl~. dn1g' and pcsticidcs ns wcll as through 
cx.pusurc to radiation (6). 

Thcre is somc cvidcn1.:c that free radica Is contrihulc to 
thc ctinlogy of many acutc anJ chronic hcalth prohlcms 
such as thn!--C prc!--cntcd aflcrc;:1rJi;:u.:: surgcry (20), in thc 
rcpcrfuscd i!--chcmic hcan l2 l ). and mescntcrie ~mall 
bnwcl (22). cmphyscrna, cardiov.ascular und innam
nmtory di~a~cs, cataracts and canccr ( 16). 

TI1c hu1nan i.crunl ho1-. en7.ytnatic ami non-cn7.ymatic 
mcchunisn1s ofdcfcn~c •1gainsl free radical dam;:1gc and 
contain' nun1en1u.'i active 1nolcculcs that ;.are ablc to 
inhihit írcc ra<lic;:1ls. lt is imponant to nutc that thc 
antinxidant cnzymes are primarily intrnccl1ular;:md thus 
cxtr.:iccllular free radical s. cithcr cndogcnously produccd 
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Ahstrul..'l 
The cupucity of hunmn serum fur inhihillng in vi1ro 
thr nu~mhrunc lipoperoxldution induced hy u 
cuntrnllrd S)"Stent (,\l>P/NAl>l"ll + H•/t'c3") wus 
demon"'truted. A cuncentrutlun ufK runul of ntulun· 
dluldeh)de "'"ª .. prcKluced In 20 rnln In rut lher 
ntkrnM•mcs ( 1.5 mg urprotein) ufter expo!<>ure tu un 
lnduced llpoprrcu.ldutlon mhlturr. Addltlon uf 100 
µI ( 13.89 mJ: nf proteln) of human !<erum decreased 
mulondluldehydc producllun neurly 50'io. An 
lncreu .. e of 25,977., uf the lnhlhhory cupuclty of 
serunt wa!'I obtulned hy thr i11 vitro addillon ur 10 ... 11 
mi of vitumln E. Ten vuluntrrrs "M"ere !<>Upplemented 

wleh 400 ntK of vltamln 1-: und 1 g of vltumln C/dully 
for 2 weeks. Thelr !l>crum lnhlhhory capuclty 
lncreused in 12% (p <U.05). The -rum lnhlbitory 
cupaclty for micruson1ul lipo~rn:ddallun Is dr
scrlbed hereln, und "'"e 1,ropose lts utlllzutlon us un 
lnd.:-x to determine the Individual nonspcclnc 
antioxldallve drfrnM!s u¡;ulnsl free radical injury 
and llpopcro:ii;ldatlon in relatlon to exposure to ulr 
pollutant..,., lobucco smnke. and i!>eVeral acute and 
ch ron le dlseases, lncludlng thc hypoxia•reperfuslun 
phenumcna. (,lrch /lfed RtNi 1995; 26:169), 

KEV WORDS: An11o~idan1s: Vilamin E; Vitamin C; NADPH-dependenl lipoperoxidation: Serum protection. 

lnlroduction 

Thc formal ion of hig.hly reactive, oxygcn-conlaining 
molecular spccic!I> is a normal conscqucncc uf a varicty 
uf cs:-.cntial hiuchemical rcaclions (1). lf a reactive 
n1uleculc cnntains une nr 1norc unp•iired clcclruns, the 
molcculc ¡ .. lcrmc<l a free radical{'.?). Prime targcto; fur 
free rad1c;.al rcm:tiun .. ¡¡re thc uns<11u.-a1cd hnndl'> in 
mcmhr¡mc lipidl'>, involving oxidalivc conver~inn to 
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Dr. Jwm Ju~ l llck ... Um'1....t <le: lnvc .. 111:u.:1ón Mé'11c.a en U11oquírmc.a. 
J lo,pit.al ele F.;,¡x-ci.1111.fadC'..,. CMN Sit:luXXl. lMSS, l'.O Onll 12·8tí5. 
Méllicn.JJF 
'Thh m.anuo;.cripl will he includcdm .a thc'i"'lnnhl.ain !he ?\.f.Sc '1c¡:.~. 
1•111.ullad d., C1cnc1a ... Un1.,.cr.nlmJ N.1cumal A1J1ono1n;• de ,..téllko 
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primary products known as lipid hydropc.-oxidc (3) 
(commonly tc.-mcd lipid pcro:xides) and a variety of 
sccondary metaholites, including alcohols, ketoncs. 
aldchydes, and cthcrs ( 4 ). Cono;cqucnt peroxidation results 
in :1 loss in mcmhranc lluidity and receptor alismncnt 
and polcn1ially in ccllular lysis (5). Free radical damasc 
to sulfur-containing cnzymcs and othcr proteins 
cuhnin¡itc~ in inac1iva1ion. crosi.-linking. and 
dcnaluration. Nuclcic acid~ can be attacked: suhscqucnl 
dain;1gc to 1hc DNA can cause tnutalions lhat may he 
carcinugcnic. O:xidative Jamagc to carbohydratcs can 
altc.- uny of thc ccllular recepto!" funclions ineluding 
those nssociatcd with hormonal and ncurot.-ansmittel" 
.-c~pon">es (6). 

Defcnscs againsl free rndical damage includca varicty 
of molcculcs wilh diffc.-cnt pn>pcrties and chemical 
~truclurc; only thrcc C!-.~en1i:.1I nul.-ienl"i cnn dircclly 
-.cavcngc free radicah. VHumin E Cn-locophcrnl). thc 

lh'J 



171) 

Figure 1. (•). malondialdehyde formation In 1he NAOPH
dependent microsomal hpid peroiddalion. In the dotted line (O). 
control m1nus NAOPH or ADP. Microsomal pro!ein 1.5 mg/ml; 
NAOPH 0.4 mM. The data are expressed as mean :t:: SO trom 
six experiments. 

ln<ijor 1ipid-soluhlc anlioxid;mt prescnt in ;111 ccllular 
mcmbranes pro1ccts against lipid pcroxidatiun (7). 
Vitamin E can 01c1 dircc1ly wi1h •1 v¡1ricty oí oxy-rndic01lo.;. 
including thc pcroxy rm.hcal (ROO·). CCl 1 :md OH· UO. 
¡1s wcll as with thc anion supcroxidc (O:z·) ( 9). Tocophcrol 
cun also rcact dircctly with singlct nxygcn. Vit:.unin C 
(a~corhic ucid) is wutcr soluhlc ;md. :1long with vi1a111in 
l!, c•m qucnch free rudicab ª" wcll :1s singlct oxygcn. 
Ai-corhic acid has bccn o,;huwn to rcact dirc..:tly wilh 
i-upcroxidc ( 10). hydrnxyl radicals and singlct oxygcn. 
Ascorbic acidcan abo rcgcncralc thc rcduccd. :mtiux idant 
ínnn ofvitamin E. Si11cc 1984 it has bccn shown that P
c:trolcnc. a pigrncnt fuund in ;111 planls, is thc mo~I 
cflicicnt 4ucnchcr ofsinglct oxygcn known in naturc and 
cnnalso functiona.o.; :m unlioxid;mt l 11 ). P·c;1ru1cnc is lhc 
111;1jor carutcnoid prccur~or uf vitam1n A. Vi1;1111in A. 
howcvcr. canno1 4ucnch ~inglct oxygcn and ha~ ;1 vcry 
li111itcd capacity to sc;1vcngc free n1dicals. lncluded 
among othcr scru1n antio,.,id;ml~ are glutulhionc. uric 
acid. bilirubin and ~cvcral n1c1allocnzymcs (glutathionc 
pcroxidasc. c¡1ta1asc. ~upcroxidc dismuta~cs) ( 12). 

Thc pn:scnt .... 1udy Llcscribcs thc inhibitory c¡ipacity of 
thc human scrum in ordcr to diminish or aholi!o.h thc 
induccd NADPH-dcpcndcnt microsom:.11 lipopcroxi
dation In vitro; thi!'. capacity might be rclatcd with thc 
dilTcrcnt anlioxidant n1olcculcs prcscnt in thc scn1n1. 
Additionally. wc studicd lhc actiun of vitamins E ami C 
ndminislcrcd to a group or voluntccrs. mcasuring thc 
antioxidant capacity :? wcck..., aftcr thc ingestion of thc 
vitan1ins. 

l\.1atcrials and l\.tcthods 

Scru. Frcsh. wholc hloud (7 1111) was ohtaincd by 
'YCnipuncturc fn.>n1 ten adult voluntcc("S. agcd 25 - 35 
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•. 

<-------~-------·-·- ·-
Figure 2. 01fteren1 amounts of human serum on the 1nduced 
NAOPH·dependent m1crosomal l1poperoxidat1on (+). percent 
of inh1b1t1on (0°,r., ot inh1b1!1on represents the t1poperox1dat1on 
without serum add111on); (•). malonaldehyde production (8 09 
nmol represenls the malonaldehydeconcentra11on belore serum 
add111on). M1crosomal prote1n 1 S mg/ml. NAOPH 0.4 mM. 
1ncuba!lon time 60 mon The dala are expressed as mean trom 
six expenmenls. 

yco1rs. Ali suhjcctscnmplc1cd 1ncllic>1I his1oric!'.•lllll wcrc 
free of •1ny acule nr chronic úi~ca,cs; thc 'cnun vil<11111n 
co111..:cn1r:u11111 :inJ thc 1nl11hi1ory cnp;1cily of thc 'cn11n 
for in ,.;,,,, induccd lip11pcrnxidilti11n w¡" n1cu .. urcll 
lx:fun: (control) and aftcr thc or;1l ;u.hnini,lr;ition of 400 
n1g uf vit:unin E (di-O.-tocophcrol. Sc;irlc de f\10:,ico). 
nnd 1 g of vit¡101in C fRo..:hc L;1hormoric,1: d•uly fur:? 
wccks. Scrum w;i~ oht¡li11cd hy ccn1rifugatiun 
i1nn1cdi;i1cly :1flcr thc hluod wasdrawn: ;1Ji4111oi.. fn11n ::?5 
to 400 µl wcrc utili7.cd fnr;mtioxidant cup;1city. 2 mi for 
vitamin C and t 00 µI for viwmin E. Protcin wao.; 111c;1~urcd 
hy Lowryº.o,; mcl111..xl ;1 ... rcfcrcncc pan1n1ctcr ( l J). 

lnhihitory Cupacily ofthc S&."runi. Adult W1,t;ar rats 
wcrc -..u.:rificcd hy ccrv1..:al Ji,lucation and lhc livcr was 
rcpcrfu~cll '"'ilh N;iCI 0.15 M. removed ;md wcighcd. 
Thc hcpillic 11 .. ~uc wa' hmnugcni/.cd in 0.25 f\.1 ~ucro .. c 
in ~u.:h ;1 w;.1y tu prcp;trc a 51Jrk ht1n1t1gc11atc 11 p¡1rt tissuc. 
1 p:1n n1cd1u111 J. Th..:: homogcn;1tc "'ª' ph1ccd in ;i 

ccn1rifugc tuhc. •1nd ;m C\.¡u;1l volu1nc of O.J-' f\.1 su'-·roo.;c 
wm, laycrcd undcrnca1h. Thc discontinuouo.; gradicnl 
thus formcd w;.1s ccntrifugcd fur 10 tnin oat 700 x g. Thc 
rcsiduc ( crud..: nuclci > wa!'. el iminatcd, ;md thc M1pcm;11ant 
was ccntrifugcd for 10 min ;at 15.000 g. Thc prccipitalc 
(crudc n1i10..:hondrial fr:ictinn) was nnt uscd. und !he 
supcrnat;mt w.isccntrifugcdat 105.tXMJg for001n1n. Thc 
prccipi1:11c (crudc n1icro~on1al frac1iou1 ( 14) wa' 
rcsu~pcndcd in KCI 125 m~1 ( 1 1111 nf solution/g of livcr 
utilizcd) and pro1cincunccntration mca!ourcd. An aliqm1t 
containing 15 111¡; uf 111icro~omal protcin, prcscnt in a 
"olumc ncarly 100 µl ( 15 tng/rnl), w;1s uti1izcd as a 
suh~tratc for lipupcrnxidatinn. mc;.1surcd hy lhc 
lhioharhituric a..:ill .i.~~ay (TOA-reactive mulcrial). In 
ordcr to induce lipnpcruxidntinn un 1nicroi.u1nal 
n1cmhrancs. thc ..:llc~t uf free l"adic;il' pruduccd hy u 
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Table 1 
Serum Jnhibitory ~p,gclly (S.J.C.) and Vi1amin C anJ E Concentration Befo re iind Af1er 1 S Oays of 

ViLumin E (400 mgJ <1nd Vitamin C (1000 mg) D.üly ln¡:c,unn 

º~• 
Bcforc 

Aftcr 

No1c: n • 10; •1mlucs are mran :t: SO. 
•ocrorc v1>. ar1rr p <0.01. 
"Bcforc vs. ufler p <0.05. 

Vit11minE 
(J.l#ml) 

l l.40:t:2.3 

IS.74:t: 1.5• 

con1rullcdsys1cm (ADP/NADPH + Jl•fFc3·) al'>d~~cribc:d 
by Wills (15), was U!'>CJ. Thc rcaction was carricd uul al 
diffcrcnt times, utili.1..ing thc folln.....,ing rcactinn mixture: 
nicotinamidc 20 mM. KCI 80 mM, ADP 2 mM. FcCI} 
0.12 ml\1 and NADPH 0.4 mM (Sigma Chcmical Cu.) 
(16) amJ an aliquot containing 1.5 mg of microsomal 
protcin. All lhe reaclants w.::rc dilutcd in pho..,phalc 
buffer 20 mM pH 7.0, al room 1emP'!rature. The re:1c1ion 
was sloppcd by the addition of 500 JJI of trichloroacctic 
aeid (35%). One millilitcrofthc TBA solution <375 mg/ 
100 mi in HCI 0.2 Nl "'ª~ mlded, and hcaacd in a hoiling 
w:ucr bath for 15 rnin. Thc whe-. wcrc coolcd and 1he 
absorhancc-. measured at 535 ntn (17). As s1andan..I. 
l .1.3,3-tclratncllmxypropo1no(Sigma Chcntic¡¡I Cn.) wao;; 
uo;;cd. \Vhen thc lipnpcroxida1ion in ~·itro was dunc in 
prescncc of <liffcrcnl •1li4uo1~ nf hum;in !-icru1n. thc 
inhib11nry c.:apacity wa~ cxprc~-.c<l Ol!-i pcrcenl. 

\!ilan1in C. Thc conccnlrarion of ascorbic m:-id in 1hc 
scru111 wa~ n1easured according lo ahc phosphotung:.latc 
aci<l assay oí Kyaw ( 18). Thc s01mplc rcm:tion (2 mi) wi1h 
the phospho1ungsta1c acid is compleccd wilhin JO min 
and thc ah.-.orbancc ar 700 nm i~ read again!>I a blank 
consti1u1cd wich dislillcd .....,atcr. L-ascorbic ou:-i<l (f\.1crek. 
Darmstadl) wots used as stand.ard. 

Vilumin E. Free lncophcrol in thc scrum was n~saycd 
wilh thc u ... c oíultniviolct flunromctry. according to the 
rnicrornelhnd of llano;;cn and \Varwick (19). Thc 
locophcrols are c:ittr.ictcd from scrum wirh hcxane aflcr 
precipilalion ofprotcins .....,ith cahanoJ. Free locophcrol is 
cxposed to ultraviolcr light (295 nnt) and thc induccd 
Ouorc~ccncc is mcasurcd at J.;O nm. Lickc standan..I DL
u locophcrol (J\.1crck. Da1n,tadl) "'ªs uscd. 

S1udcn1 's t test forpaircd samplcs "'ªs uscd for analy~is 
of the resuhs. 

Rcsults 

Figure 1 ~h(lWS thcdiffcrcnt lipopc!roxidativccapacity 
ofthc ~ystcm ADP/NADPH + H'/Fc3· in rclation to time 
intcr0tctiun with micro..,onle~. Thc 5 nmol of1nallmdi01l
dchydc rnca~urcd \\lils obtaincd at 5 min uf intcracaion: 

ViL:tminC 
frug/IDO mi) 

0.70 % 0.50 

l.H3 z 0.53° 

s.t.C. ,.,., 
47.14 :1: S.3 

54.32 :1: 2.1" 

hnwcvcr, thc incrca~c of thc lipopcroxidc pruduction 
conlinucd lor 20 1nin; thc control slopc (nu conrinuou-. 
linc) reprc..,cnts 1hc nnrrnal in 1•itro lipopcroxidacion of 
1nicru,01nal 1nc1nhranc ... Figure :? .. how-. lh..: clfcct uf 
diffcrcnl !'>crum ali4uo1 .. {;.1hci~!<>a) un thc lipoP'!n>xidacive 
syslern ass;.1ycd. lt is fK' .... ihlc to ohrain n..:arly 100'/é> 
inhihirion whcn .;6.3 mg of prutein ¡ .. u~cu (~00 µI of 
!>Crurn). Con .. cqucn1ly. it ¡ .. necc~ .. ary luad<l 13 n1g ... crum 
prolcin. in ordL"r lo ohtain 50% inhíhition ofthe induccd 
n1icro~omal lipupcruxidation. utili.ring 1.5 mg uf 
n1icru..,01nal mcrnhranc..,. An incre¡¡~c of thc inl11hi1ory 
cffc(.·a .. on 1ipnpcroxida111m Uuc lo thc i11 \·itro addirmn lo 
thc rcaction mix1urc of vitamin E (0.5 - 10 µl/ml) wa .. 
m.JdL"d. Thc ornl :.1drninislfó1linn for:?. wcck~ of vilamin E 
ande to thc vuluntccrs increascd ~ignific:1n1ly (p<0.05) 
1hcir ~crun1 inhihitory c:1p:11.:i1y for lip11p..:roxidalinn. Al 
thc ~•une time lhc levcf, uf vitamin" in !'>crurn incrca .. c:d 
si~nifieancly (p <0.01) .,.., wcll (Tahlc 1 ). 

Discussion 
Highly rc:1cliv..: rnolccules called free radiculs c:.1n 

c:1u .. e darnage hy rcacling with polyun:.aturalcd fotty 
acids in celluhu 111c1nhra11c~. nuclcnlidc~ in lhc DNA. 
carhohydratcs and critico.al "ullhydryl hunds in prolcins 
induding "'on1c important cnzymcs (2). Free radicalsc.;.in 
origin:llc cnUogcnuu~ly fur nonnal mct:1holic funclions 
{ 1) or cxogenuu-.ly a~ componcnh uf 1obacco :md :iir 
pollucants. :.1nd ind1rcc1ly lhrough the 111ct:1hnli'm of 
certo1in ~olvcn1 .... dntg-. and pcsticidc" 'ª" wcll a ... 1hrough 
expo-.urc to radialiun (6}. 

Thcrc is Mlllle c\•id..:ncc lhat free radic;1ls con1riliu1c 10 
che cliology oí rnany acule anJ chrnnic he;1lth prohlcm" 
such us lho'c prc.,.enrcd aftcrc:irdiac ... urg ... -ry t.:!0). i111hc 
repcrfu..,cd i~chcmi..: hc<1rl (::! 1 ). and mc-.cntcric !-imaJI 
hi.Jwcl (::!::!). cmphy~cm;1, c.;.1rdiov:1,cular anJ inílam
rnatory di~.!asc~. c:11an1d" ;md canccr ( 16 ). 

Thc hu111:1n ~crurn h;.1" cn.,,yn1a11c mul non-cnzym:1tic 
n1cchani::.111!> uí Uefcn~e ott::ainst free radical dama ge and 
cnn1;1in' nun1crous acaivc 1nolcculcs that :are :1hlc h> 
inhihit free radic:.1ls. lt is imponant to note ahal 1hc 
an1iox1dom1 enl'ymcs are primarily intrnccllular ;1nd thus 
cxrrnccllular free radical .... cilhcrcndogcnously proJuccd 
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or from rhc cnvironment. must be inactiva1cd by thc 
cin:ulating nntioxidants such as 1he vitamins (E, C) as 
wcll ns othcr molcculcs likc glu1athionc, uric ucid or 
bilil-ubin ( J 6). In this paper wc show in human scrum lhc 
total or nonspccific inhibitory cnpacity against 
lipopcroxidntion. Thc inhibitory capacily of lhe scrum 
incrcnscs significantly nfcer 2 wccks of vitamin E 
ndmistrnlion (Table 1 ), and thc addition in thcsystcm of 
vilamin E incr-cascs 1hc inhibitory capacity as wcll (no1 
shown). Wc p.-oposc utilizing 100µ1 (13 ms)ofhuman 
scrum {Figure 1) for 60 min of incubation, in prcscncc of 
1.5 mg of microsomal protcin/ml and thc NADPH· 
depcndcnt lipid pc.-oxidation systcm. 

Thc rclativcconti-ibulion ofthc rnolcculcs rci.ponsiblc 
far thc protcctivc cffcct of scrum vs. lipopcroxidation is 
noc wcll known (23,24) and conscqucntly 1hc problcm 
rcmains upen lo ncw cxpcrimcnial oplions. 
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Abslrucl 
The uctlon or Uir pollulunls, lhruugh lhdr 
constltuent.."i. (0.,. N01• tobltcco f0111oke) ure cup11lile 
of cnusln¡: tlun1u¡:c due to thelr lipoperoxlduth·e 
prnperllt."S or, lndlrt.-ctly, by 1nducing 1,roductlun of 
fl°1!'e rudlcnlc;¡. As u consc1¡11cnce of phnlochcn1lcul 
proces-.cs. lhe ozone le"Wcls In thc utmnsphere uf 
?lolexko Chy iarc J.!l'l1erully hi~hcr lmcun of 0_"1:?5 
ppm; ~rlod hctwt.~11 1987 - 1992) and 1nuy he 
harn1ful to hculth. Sixty two \'oluntccrs {nlCdicnl 
doctor.ii). a~cd 27 - 32 ycurs. wcre divldcd lnto thrcc 
Kroups. Group A wus composed ur tho'-e persons 
(17) who hod nc"Wer lln~d In l\1e:dco Chy; u sl!cnnd 
group (1\) (21) hud rcccntly arrht.'tl ln Mcxh:u City 

(1 - 8 duyi.); und u third ¡:roup (C) (24) "Mho hud 
permuncnlly rti~lded In l\1exico City. Serum wus 
nhlulncd fron1 rrcsh wholc hluod. Superoxlde 
dlsmuta'ie (SOD) acth·lly and thlnlmrbhurlc udd· 
rcuctivc muterluls werc hlghcr ln group U whUe 
chrnmollpids und lhescrum lnhlhitory cupachy (for 
llpopt•roxldntion) "\Hlc;¡ hlghcr In grou¡J C • ..-he ncute 
expo .. ure lo pollut.nnt..'i In group H upparenlly n1uy 
lm,·e induccd SOU ª" un untioxidunl defen!W! und 
wus rcspuni.iblc for the increa!>cd le"Wcl u( TUA 
rcucth·e mulcriul. In group c. the!iiOlgnlOcant nndin& 
Is bctter untioxldutl"'e dcícn-s und sli~hlly hlgher 
cllrmnullpid~ (Arcl1 t.trd Rrs 1996; 27:145) 

KEV WORDS: Air pollution: Free radicals; Llpoperoxidation; Superoxlde dismutase. 

lntroduction 

Among thc various ways to injurc omc..I kili cclls. thcrc 
is an important class of rcuctions Jcpcndcnt on thc 
production of free n1c..lical intcrmcdiatcs which tl"iggcl" ;in 

Conc'l.pont.1-Cñc-.;t-0,---
Dr. J11anJ0:1.é 1 lid•'· Unit.l • ..J de ln"WcStiltación Y..t<!dicacn Biuc¡uimica. 
ll05rital de Ei.pccia1idat.le!i.. CMN Si¡;lu XXI. IMSS. P.O. Ook 12· 
855. Mh.ico, D.F. Tel: 152·5> 627-6914. 
'Suprc-•nct.I hy CONACYT. gr.anl No. F 537-M<.J306. 
rt11ii; manu .. cnpt will he inchnko.J In n lhe!>I"' to uhtain lhe M.Sc. 
dcgrec, Fw:ulu.o.J 1..h: Ciencia,. Univcnid.IJ Nacional Aul<\nmna o.Je 
Mo!kico (RMNJ. 

cxpanding nctwork ofdisturhanccs ( 1 ). Extcnsivcstudics 
with modcl systcms and with bio1ogica1 mo1tcrials in 
1·itro havc clcarty shown that oxygcn reactive free rnc..licals 
cun cause tissuc d:unngc by rcacting with carbohydn1tcs. 
polyunsaluratcd fatty ncids in ccllu1armcmbram. .. ~. DNA
and critica) sull11ydryl bonds in protcins (2). Oxygcn free 
r.idicals can originatccnc..logcnously from nonnal mctaholic 
rcactions (3) or cxogcnously as componcnts oftobacco 
smokc and air pollutants and inc..lircctly through thc 
mct¡1butisrn ofccrt:i.in solvcms. drugs. :.mi pcsticidcs (4). 

Lipid pcrox idatinn has bccn saic..I to he of hnsic 
importancc in a~ing in damagc to cctls hy air pollutiun, 
in somc phascs ufathcrosclcrosis and in oxygcn toxicity. 
ll isgcncrally rcganlcJ Ol!'o hcing involvcd in the fonnation ,., 
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uíugc·rclalc<l lipufucsin pigmcnts that nccumulalc in lhc 
cclls of ccrluin org;.ms •md tfrnt cxhibit a chun1c1cristic 
lluorcsccncc spcclrum with a maxi1num nt nround 460 
nm(S). 

Rcarrangcmcnt lipid pcroxitfalion pruccss involvcs 
severa) stcps: thc fonnation and propugalion ofrm.Jic:.1ls, 
thc uptnkc uf oxygcn. u rcurrangcmcnt of thc dnuhlc 
bonds rcsulting in thc fonnationofconjugatcd dicncs (6) 
in unsnturatcd Jipids. producing n varicty ofhrcnkdown 
products, including oilcnhols. kctoncs, nldchydcs ¡mJ 
cthcrs (7). Thcpcroxidation oflinolcic acidulonc rc,..ults 
in thc fomrntion of al lco:1s1 20 dcgrndation prrnJuc1 .... 

In biologic n1a1crials, thc 1naloni1ldchy<lcscxist in lhcir 
f..-cc fonn and as a co1nplcx with varioU'i lissuc 
constitucnts. lt hasal!»ohccn idcntiticd mnong thc pru<lm:ls 
ofthc oxilhitivc dccumpositiun of:1mino acids, complcx 
cnrbohydratcs, pcntoscs, and hcxoscs formcd in thc 
prcscncc ofu metal catalyst. as a pro<luct nffrcc ra<lico1l'> 
gcncr.uc<l in rfro (6). 1-lowcvcr. pcroxi<lo1tion of fotty 
acids wilh thrcc or more duuhlc hunds (not;1hly 
arachi<lonic acid) is hclicvcd to he its mujnr suurcc ( 1 ). 

Air pollu1ion c1nissiun-. from nll typcs and sources (8) 
including po1rticul.atcs in air such as dust. smoke, :m<l 
acrosols m:1y havc hoth acutc and long-lenn hcullh mu.J 
cnvironmcntal cffccts. 111csc cffccts nmgc frum cye :md 
throat irritóltion an<l rc<luccd rc~istancc tu infc1..·tion. tu 
chronic rcspiratory <lisc::1scs (9). Thc hcóllth ho1zar<l of 
ozonc. the principal uxi<lant air pollu1ant ufphntochcmic:1I 
smog. has hccn wcll documcntc<l (10). Om.• ofits toxic 
cffccts has hccn a11rihu1c<l tu il'> o.l(ida1ivc naturc un<l 
1norc spccitic;:1lly to thc initiation of lipid pcrnxiJation 
(11) of polyuns:llurntcd fatty acids. cspccially C.:-0 ~ and 
C:1 f>• This proccss is u feo.ature ofmuny typcs uf ccll injury 
( 12). Prcliminary stu<lics of thc photochcmicnl proccss 
in lhc nir pollulion uf f\.1cxico City hnve demonstr:11ed 
thal thc ozonc lcvcl<> increascd bctwccn 1978 und 1985. 
A rcccnt repon intlicatcs that thc ¡mnual 111:1xin1mn 1nc;1n 
conccnlrution uf nzonc w:1'> 0.325 ppn1 for thc pcriod 
hclwccn 1987 - 1992 (5). Thc f\1cxic•m Pollulant StanJ;mJ 
lndcx (IMECA: Indice f\.1ctropolitano de Co1lid:ul del 
Aire). similar to thc N;.1tional Ambicnl Air Quality 
Standard (NAAQS). con'>idcrcd thc limi1cd poinl 0.11 
ppm for 1 h. une <lay of lhc yc:1r. During 1991. thc O. 1 1 
ppm wus ubnvc 1200 times ( 13) in Mcxico City. Al 
prcscnt. thc limitation pnint is cxccc<lcd ulmost d;1ily. 

Antioxidunt dcfcn .. cs again~t oxygcn free rndi..:·:11 
damagc inclu<lc tocophcrol (virnmin E), uscurhic :1cid 
(vitamin C). J}-caro1cnc. glutathionc. uric acid. hiliruhin 
(4) and scvcral mctallocn7.ymcs including glul•llhione 
pcroxidasc(E.C. J. l l. l .9)(sclcnium)( 14),c~11<1lasc(iron) 
( 15) nnd surcroxidc dismutusc (E.C. 1.15.1.1} (coppcr. 
7.inc. mangomcsc) ( 16). 

Bascd on thc gruwing intcrcst in oxygcn free r:1dic:1I 
cffccts und lhc 1:1ck ufcffcctivc infornu11iu11 rclalcd In thc 
inlcmction hctwccn air pollution and hculth prohlcm'> 
and thcir rclation to any itnho.1lancc bctwccn prooxid;mt 
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and untioxidanl forces in which lhc formcr dominulcs 
muy be hrmu.Jly detincd ¡1soxitla1fre .\·tre.\· • .,; ofwhich lipid 
pcroxidution is onc importan! manifcswtion ( 17). In this 
po1pcr wc cv¡1Juatcd thc cffccts ofair pollution in Mexico 
City un scrum lipopcroxidcs und supcroxiJc Jismutasc 
(SOD) activi1y un thrcc groups ufmc<lico1l ductors. Onc 
group wns composc<l of thosc pcrsons whn h:u.J ncver 
li\'cd in Mcxico Cily. anothcr gruup ofncw arrivals und 
a thin.I cnn<>tilulcd by pcnnancnt rcsidcnts. 

I\latcrials and l\.1cthods 

Frcsh. whulc hloud wa~ uhtainc<l by vcnipuncturc 
from 62 a<lult voluntccrs (medica) doctnrs), agctJ 27 - 32 
ycars. Ali suhjectscomplcled medica) histories und wcrc 
free of any ucuh! or chronic discasc and wcrc non
smokcrs. Thcircating h::1bits (hospital <lining room) and 
time uf acaúcmic activitics werc si1nilar. For thc stuJy 
wc dcsigncd thrcc groups. onc ( 17) composcd of 
voluntccrs whn h:1d ncvcr livcd in l\1cxi<.:n Ci1y Cgroup 
A): :1 !'>CConJ (21) curnposcd of thO!»C pcr~uns who had 
rccently 1nuvcd to the city (8 <lo1ys) (group H). und a third 
gruup (::!4} th:.11 has pcrmanently rcsidcd in Mcx.ico Cily 
(gruup C). Groups B ;:md C wcrc pcnnancntly cxposcd to 
thc highc!'>t contm11inatc<l zuncs hy oznnc in f\.1cxicoCity 
(downtown am.I -.outhcai-.1). Group A w;1s considcrcd 
cxpnsc<l to a Clmccntration ofcon1a1nination detcclcd in 
thc secnnd mnsl pollutcd city of .l\1cxico (Monterrey). 

Atn1osphcric .l\1onitorini.;. For group C, thc mcun uf 
24 ufficial rcpurts (cach hour) daily sincc f\1arch 1988 tn 
thc samc mnnth in 1994 wt1s considcrcd (0.152 ::!:: 0.021 
ppm) and comparcú with thc mc;m for thc tirst wcek of 
March 1994 for group B (0.140 ± 0.036 ppm}. TI1c 
pollulion rcporh::d during lhc lust 5 yc:.irs for thc city of 
.l\1untcrrcy fgroup .A) wus considcrcd ª"a control (0.029 
::t:. 0.009 ppm). TI1e official rcpnrts wcrc dime for 1hc 
1noni1oring stalion" of lhc cnviron1ncn1 01t1nosphcric 
pnlhnion <lclcclurs (govcrnment ofthc respective citics). 

Sarnplcs und Dctcrniinations. Aflcr mi ovcrnight 
fo:-.1. hlood ( 10 mi) was <lrawn into cv.;1cuatcd s1crile 
conlaincrs. Serum wus uhto1incd hy cenlrifugalion 
in1mcdi.;1tcly :1ftcr thc hlood forn1eU clots. 1\n 01liquot of 
100 µI was utilized for i-.upcrnxidc dismutusc 
(E.C.1.15.1.1) (SOD>. !'>Cnlm inhihilory c¡ip;1city (SIC), 
conjug;:1tcú <licncs and thioh:irhituric ;1cid rc;;1ctivc 
suh~lanccs~ for lhc chro1nolipids detcnnination 250 µI of 
scnuu was uscú. 

Sup'-•ruxidt• ,/i.fmuta.H" a.u·ay. Xanthine-x.anthinc 
oxiJnsc sy~tcm was utilized to gcncr..1tc a supcroxidc 
flux which rcdm:cd nilrohluc tclr:11:nlium (NllT) to givc 
hlue fornm.1.an ( 18J. Thc NllTrcduction withuut samplcs 
w;.1s uscd as a 100';;, r.:1dic:.1l pro<luction. With scmm 
smnplc. thc r:alc of NBT rcduction will be inhibitcd 
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Thiobacbiruric ucid·rcuc:li\lc m;.u<!ri••I 
(nmul MDA/100 nig. Prot.) 

Cot1juga1cd dicncA (µmol/mg. Prot.) 

Chmmulipids (% flUOttscenc..·c) 

Gruop A 
<n-17) 

4 • .59 :t:0.7 

.5.86 ::1: 1.1 

J0.28 ::1: 4 . .5 
~---;p~0.01 whcn -~.~¡~-,;_~¡; Emup .. A umJ C. 

'"fJ <0.05 whcn con1parcd wuh ¡,'.ruups A and B. 
X:t:SO. 

GmupB 
(n•:?IJ 

6.JO:t: 1.3" 

5.26::1: 1.1 

JO.UO:t:.!5.0 

GmupC 
(n - 2.a) 

4.J8 ::1: J.H 

5.71 ::1: J.J 

35.!58 ::1: 2.9"' 

Table2 
Supen:uddc 0,..01111<1~ Ac1ivi1y and lnhihilory C<1pai;:ity DÍ Jlun~n Dluod Scrum in ReJ11dun ID 1he Re~idcncc Time in Mcxico Ci1y 

SuperoJtidc dhmu1asc 
(mU/m,:.Proi.) 

lnhihi1ary capacily ur lhc ).crum 
TUA•rcacli~ nia1crials ('.t> inhihilion) 

"p <0.0.5 whcn comparcd wi1h groupi; A and C. 
"p <O.OS when Cl•mparcd wi1h sroup A. 
X.:t:SD. 

GroupA 
(n• 17J 

80.00 ::1: 19. 7.a 

.51.91 ::1::.?..9 

invcrscly ro lhc SOD nmount. A unir of supcroxidc 
dismurusc ucliviry is dclinc<l as 1hc amoun1 of prolcin 
ncccssary ro inhibir 50% uf rhe rcaction undcr spccific 
condilions. 

Ser11m inhibirory capaciry (SIC). This tcchnique 
mc.asurcd thc ucfjvjry ofhumun scrum 10 inhibir i111·irro 
micmsomal rat liver mcmhmne Jipopcroxidarion (J9). 
In ordcr lo induce lipopcroxida1ion on micnJsomaJ 
mcmbrunes. thc cffcct of free ro:idicals próduccd by u 
controJJcd system (ADP/NAOPH + H•/Fc-"). asdcscribcd 
by WiJls (1969) (20) w.as uscd. The rcaetion mixture 
consisrcd of nicotinamidc 20 m~f. KCJ 80 mf\..f, ADP 2 
ml\.f, FcCJJ 0.12 mM. NADPH 0.4 mAf and :m nliquo1 
conrnining J .5 rng of microsomoil pmlcin. An aliquol of 
100 µI ofserum was uscd for lhe asso:iy. All 1hc reactanls 
wcn: dilutcd in phosph.arc buffer :?O mM (pH 7 .0), ar 
28°C. Thc rcaction w.as stoppcd by lhc addition of500 µI 
trichloroaectie aei<l 35%. Onc millilitcr of 1he 
thiob.arbiluric acid solution (375mg ( 100 mJ) in HCI 0 . .2 
N) was addcd. nnd hc.a1cd in a hoiJing balh for J 5 min. 
Thc lubcs wcrc coole<l and lhc ilbsorhance mcasurcd •tt 
535 nm. As a standard. l, J ,3,3·1clrnrnc1hoxypropane 
wns used. Thc inhibitory c;1paciry was cxprcsscd as 
pcrccn1 .Protci n w:isuli li7..cdasa rcfcrcncc p.aramc1er (2 J ). 

Lfpoperoxidc Determinalion 

F/uorescrnr chromolipid.~. The .amount uf lhc Jipid 
pcroxid.a1ion·dcrjvcd Ouoresccnt chromolipids in scnun 

Group n 
(nm21) 

109.6.:t:49.9· 

53 . .S .:t: 3.0 

GroupC 
Cn =:?4J 

1-i.1 .:t: 35.7 

.5.5.RJ .:t: 3.:.?.• 

samplcs was nssayec..I aceording to Es1crbo:iucr(22J. Scrum 
sarnplcs (.250 µI) wcre wilhdrawn into J .875 mi of 
chlorofonn/mclhnnol (.2: 1) anc..I ccnlrifugcd at 5000 x g 
for S min. A frcr ccnlrifugation, 0.625 mJ of chJorofonn 
and 0.625 mi ofw¡ucr were ¡1c.Jdcd 10 1hc supcmat;inr. A 
1 rnl sampJc was lakcn fmm 1hc chloroform !ayer and 
mixcd wilhO. J mi ofme1hanol. "Jnc nut>rcsccnce intensity 
oflhis solutjon was mcnsurcd atan excilalion wnvclengrh 
of 360 nm and :m cmission wavclcni;lh of 430 nm by 
usins quininc sulfate (0.1 µglrnJ) in 0.05 M H 2SO .. as a 
standard. 

Diene conju¡.:arion. Lipids cxrraclcd from scrum 
samplcs ( 100 µI) by chloroformlrncthanol (2: J ). dricd 
under nilrogen atmosphcre and lhen rcdi-.solvcd in 
cyclohexunc Wel"C anaJyzcd spccrropholomctrically (al 
232 nm) as dcscrihc<l by Con>ni;iu (23). Ex.tinction 
cOl.!fficicnt of 27,000 fM· 1 cm·•) was uscd. 

Thiobarhir11ric llcicl a.·Ha\• (TIJA-rcacrfre material). 
To rhe 100 µI scrum sampJC, 200 µI f-J 2 so .. 0.66 J\.I and 
Na2 wo .. 0.3 J\.1 wcre adc..led. Aflcr ccnlrifugation ( 1000 
g/JO min) and addilion of 1 mi (0.375%) lhiobarbiluric 
ncid, the mixture was boiled for 15 min. Aflcr cooJing, 
O.S mi l ICI was addcd and absorbancc rca.d al 535 nm 
(24). As a srandnrd. J. J ,3.3-tctramethoxypropanc 
(MALONALDEHYDE bis (DJMETHYL ACETAL) 
(Si,sm:1) was uscd. S1uden1 1 1cs1 was thc s1a1isrical 
mc1hod uscd 10 analyzc lhe rcsulls. 
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Thc scrum lcvcls of thiobarbituric ncid-rcactivc 
marcrial, mcnsurcd as minomolcs of malont..liuklchydc. 
wcrc sii;nificantly grcalcr (p <O.O 1) in group B than in 
groups A ami C CT:.1hlc 1 ). In cuntrast. thccunccntrntions 
ofchromolipids wcrc highcr in thc scn1111 afgroup C than 
in groups A and B (p <0.05). Thcrc wcrc no stalislically 
signific¡¡nt úiffcrcnccs hctwccn thc conccntration of 
conjugalcd<licnc vulucs found in thc study groups (Tahlc 
1 ). Thcantioxidativcdcfcnscscxprcsscd asSOD aclivity 
wcre highcr in group B (p <0.05) with littlc cxposurc to 
Mcxico City atmc>sphcrc than in groops A and C (T:.1blc 
2). In contrnst to SOD. lhc scrum inhibitory c01pacity 
(SIC) w:.1s grc;;1tcr in individuals with :.it lc:l'I 20 yc.ars of 
cxposurc to Mc:itkn Cily pollulcd :til" (group C) (p <0.05 
whcn comparcU wilh sroup A). 

Discussion 

Thc r:angc uf antiu.,.iúanl <lcfcnsc!'o avail:1Mc within thc 
ccll and cxtraccllul:irly !'ohoulll he :1dc1..1u:1tc tv prolccl 
against oxid:llivc lfornagc. 1 lowcvcr. thc halancc c;m he 
lost bccall.!-C nf O\"Crproduction of oxygcn free r.1dical!'o, 
by cxposurc to soun:cs thut ovcrwhclm thc untio."l:idoull 
dcfcn.¡cs. or by :in inadc4trnlc int:akc of nulricnt!'o lhant 
conlrihulc lo thc dcfcnsc sy!'otcm (2). Thc pollulunt 
contamin:1tion of thc uir of f\.lcxico Cily (25> conlains 
hii;h conccnlration" nf 07onc (12.26) {!he princip:1l 
oxidan! nir pollu1:mt of photochcmic:al smog) which 
causes Jung lla1n:agc ( 11 ), incrc:1.;cs pcruxillminn oflung 
lipids (27) ami raiscs lung glutalhionc pcroxida:-c :1ctivity 
CGP) prc!'iumnhly in TC'-ponsc to :m clcvatcd conccntr.tl ion 
ofhydropcroxidcs in lhc lung ( 11 ). Free rndiculs may he 
in volved in uzonc tn."l:icily. and conscqucntly.1hc dcfcnsc 
n1cch::mismsai;ainst cclluk1rd;:unagc involvc thc rc!'oponsc 
ofantioxid:mt cnzymes including M1pcroxide disrnuta!'oc 
and catala . .;c. lncrcoi'icd activi1y ofCu. Zn SOD and J\.111 
SOD havc hccn reportcd to occur in thc rat Jung. during 
cxposurc to u7.unc (2K,29). Thc incrc::iscd activi1y of 
supcrnxidc dis1nuwsc in thc !-.Uhjccls uf grnup B CT:ihle 
2) might rcprc!'ocnt un :icutc omlioxid:1tivc rcspon!'oe to <1ir 
pollution. 

Howcvcr. althuugh il i!'oclc:1r1h:11 O, c"l:pnsurc increa .... cs 
thc suhstrmcs for GP :md c:ll:1h1sc. 1he cvidcn~·c is 1101 
conclusivc llmt 0 1 i!'o con verted to thc supcroxi<lc :mion 
<O:">• lhc !1.Uh .. tr:11e for lhc SOD; thu.;. in lhc prc.;umcd 
abscncc of an ele valed c1..1rn.:cntro11ion t 1fO: · 1hc expl:1n:uion 
forthc highcractivily ofserum SOD !'ohown for group A 
(Table 2) ¡.., unclc:ir. A possihilily is that O:· coulJ he 
rclcascd by phagocytic cclls during ph:igu'"°ytosis uf 
dchris from tissuc llmn:1gcd hy 0 1~ 1hc O:· could thcn 
conccivahly induce incrc:1 ... cd SOL> rn:livily. Anolhcr 
possihility cnuld he rclatcd to lhe i111Juc1ion of SOD hy 
:-ornc oflhc pruJucts ofl ipt1pcru.,id:11¡,1n orc11MiL"oslcroic.Js 
(30) rclc:i ... cJ as a rc .. pon.;c to uxit.J:ativc !'olrc!'os ( 16). 
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Thc ozonc molcculc can nxidi7.c targct 1nolccules 
dircctly or gcncrotc free rm.Jicals wi1h a c:1pacity to 
nbstract hydrogcn from pnlyunsutur.dcd fatty acids in 
ccll mcmhromcs and fonn lipkl (X!roxidcs (31 ). In 1hc 
prcscnt numuscripl wc rcpur1 un incrcnsc in lhc 
conccnlrntion ofproducts ofpcroxidatiun (TBA rcac1ivc 
m:itcri:al in croup B and chronwlipids in sroup C). 
apparcnll y usa conscqucncc of ;.1 scvcrc gmde of cxpnsurc 
to atn1uspheric pollulants. 

From thc rcsulls prcscnted in Table 1 it is possihlc to 
uh,.crvc tlml lhcrc tire nndilTcrcncc"a1nonggroup.¡ whcn 
conjuga1cd dicnc cunccntrntions wcrc me;1'iurcd. This 
finding m;.1y be thc conscqucncc nflhc les"er !'ocnsitivi1y 
and spccifici1y of lhc mcthod U!'ocd. 

LipiJ pcroxidalion Jw, hccn said to he of h;1sic 
impurt:mcc in nging in dam:1gcd cclls hy air pullutinn, in 
sorne phascs of:1lhcrosckrosi'i and in oxygcn toxicily. 11 
is gcner:ally rcg:in.Jcd tls hcmg involvcd in thc funnalion 
ofaging lipofucsin pigmcnls that accumuh11c in lhc cclls 
of ccrt:1in orgom~ wilh :agc. nnd cxhihit a ch:.iro1ctcristic 
llunrc!'occncc spccln11n wilh a 1n:axi1nu1n al aruund 460 
nm (5). 

Thc chromnlipids mc;a!'ourcd in our cxpcrirncnls 
dernunslratcd th:1t group U pre~cntcd a fcw n1urc 
lluurcM:cnt expu'iurc producl" 1h<1n gruup A. Thc 
conccnlrntion w;1 ... inver ... c in rcl:llion to l\1DA Cío.1hlc 1 ). 
TI1c chroniccxposurc lo pollu1cd nirnllowcddilfcrcnccs 
rclnlcd In thc clas ... of lipopcroxiJ:11ion produc1 furmcd. 

Con'iillcring thc mnlccul:1r Jivcrsity of 1hc "Jlcci11c 
defcn ... cs;1gainsl free radi1.:al di1111:1gc (vit:1mins. s11h!'olr:1le .... 
c:11:ih11lilc!'o). we ... 1udicd lh..: ... cnun inhihilnry c:1pacily 10 
reduce thc indm:cd lipopcroxid:1tion un r:u microso1m!" 
in 1·i1ro mco.1.!-urcd 01s m:1Jon;1ldchydc (fl.1DA) produccd 
by thc cffcct offrcc r;1dic:als gcncralc<l (ADP/NADPll + 
11·n~el•) undcr conlrollcd condi1ions (19). Group C 
suhjccts prcscntcd n hcttcr inhihilllry cupacity of thcir 
senun ::1s an nntio:11.idativc Uefensc for lipopi!roxidalinn 
thnn group A. 11 is po.;sihlc to considcr lh:ll thc suhjccts 
in group B nccd rnorc ti1nc cxposcd to air pollution in 
ordcr 10 uhtain an adcquntc h;1J:111cc in their mcchnnisms 
of dcfcnse. This gmup rc.¡pondcd with ::m incrc:1.!-C uf 
SOD ac1ivily {Tahlc 2). 

In c1>nclu ... inn. wc found <liffcrcnccs in the scru1n. with 
incrc;1~e of SOD activity. SIC. chromolipids and TBA
rcactivc material valucs whcn compoiring 1hrcc studicd 
group'i with diffcrcnl cxposurc lo01irpolluli1111 off\.1cxico 
Ci1y. 
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