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1. INTRODUCCION.

1. La Ciudad de México y la contaminacion del aire.
Generalidades.

A 2240 metros sobre el nivel del mar, la Ciudad de Meéxico se asienta sobre un valle
rodeado de montafas cuya distribucidn limita la libre circulacion de los vientos y modula el
patron regular de su flujo dominante (- noleste-suroesie ), determinando la conformacidn de una
cuenca cerrada donde se acumulan los contaminantes atmosféricos generados por alrededor
de 3 millones de vehiculos que circulan a diario por 1a ciudad y por una actividad industrial que
involucra a un tercio de las industrias de todo el pais (en una superficie equivalente al 0.76% del
total ). La contaminacién atmosférica alcanzé las 16 tonetadas de contaminantes en un calculo
realizado en 1880, 65% proveniente de emisiones vehiculares y 35% de las industrias (Acufa.
1987). Dadas estas condiciones, |a Ciudad de México ha sido considerada la mas contaminada
del pais y quizas 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 quimicas (Suarez, 1981). Los principales contaminantes derivados de la combustion
de los hidrocarburos y otros materiales combustibles son: bidxide de azufre (SO;). derivado
principaimente de la actividad industrial (97%) y de la emisién por automotores diesel (3%);
bibxido de nitrégeno (NO;) y mondxido de carbono (CO), derivados de la combustion de
automotores (62% de NO, y 98% de CO). y de la industria (38% de NO, y 2.0 % de CO);
Hidrocarburos (HC), derivados principalmente de la actividad vehicular (69%) e industrial (31%).
particuias suspendidas, producto de tolvaneras y otros fenémenos mecanicos, de combustion y
otros. El Ozono (O,;). es un contaminante secundario formado a partir de biéxido de nitrogeno

hidrocarburos y radiacidn solar. Otros contaminantes, intermediarios y productos secundarios



derivados de reacciones lambién deben tomarse en cuenta, coma son: acido sulfurico, amonliaco.
mercaptanos, metales pesados, aldehidos y otros, algunos de los cuales seran analizados mas
adelante.

Del total de la contaminacion atmosférica registrada en la Ciudad de México, la derivada
de reacciones fotoquimicas posee especial trascendencia, tanto por su capacidad para generar
peligrosos oxidantes, como por ser la que aparentermente prevalece y se ha incrementado en los
Gitimos afos. Esta contaminacion fotoquimica o “smog fotoquimico” es producto de la accion de
ia luz del sol sobre ios componentes hidrocarbonados y éxidos de nitrégeno procedentes de ia
combustion ocurrida en los vehiculos automolores, y su consecuencia, una mezcla compleja de
varios campuestos, entre otros: ozono (0Q,), didxido de nitrogeno (NO;) | nitrato de peroxiacetilo
(PAN). aidehidos derivados de hidrocarburos (RCHOQO), peroxiradicales derivados (RO;") y otros
radicales. La contaminacion fotoquimica tiene pues como caracteristica importante, que los
productos derivados de ésta (contaminantes secundarios), son formados en el aire a partir de la

accion directa de la radiacion y una serie consecutiva de reacciones.

El origen del problema.
La contaminacion por ozono no constituyd un problema importante hasta mediados de los

anos ochenta. En aquel tiempo, Bravo y colaboradaores, investigadores del Centro de Ciencias de
la Atmosfera de fa UNAM, jlamaron la atencién 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 razdn técnica del cambio en la formulacion
obedecid a que la gasolina anterior a 1986, estaba constituida por gasolinas primarias con aito
porcentaje de parafinas de bajo octano y que obligaban a adicionar tetraetilo de plomo para

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

mantuvieron por encima de Ias normas durante muchos anos.



Para el mes de agosto de 1986. cumpliendo con un decreto publicado en el Diario Oficial
de la Federacion, ta Secretaria de Energia Minas e Industria Paraestatal a través de PEMEX
habia /mplementado las acciones conducentes a abastecer gasolinas con bajo contenido de
plomo e incluir aditivaos en ellas (Bravo, Sosa y Torres, 1991). A partir de entonces, PEMEX bha
legrado reducir gradyalmente la cantidad de plomo en las gasolinas que se consumen en la
Ciudad de Mexico, lo que se ha venido a reflejar en concentraciones atmosféricas de este metal
por debajo de la norma recomendada de calidad de) aire (0.15 ug/m®).

S5in embarge, la gasoclina introducida a mediados de 1986, de alto octano y
concentraciones minimas de tetraetilo de plomo, no vino acompanada de un cambio en los
motares de la flota vehicular, con un disefio capaz de la utilizacidn de convertidores cataliticos.
Esto provoca a partir de entonces un drastico incremento en la generacion de precursores de la
contaminacién fotoquimica y por tanto de la formacion de ozono, esto es, hidrocarburos
reactivos y Oxidos de nitrogeno, los cuales en otra circunstancia debieran ser eliminados
(transformados) por los convertidores cataliticos. En la grafica 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 19980. Es importante notar el cambio que se presenta a
partir de la segunda mitad de 1986.

Otro aspecto que destaca de la grafica .1 es el que se refiere a las concentraciones de
ozono. La importancia de la contaminaci¢n fotoquimica en la zona metropolitana de la Ciudad de
Meéxico se hace evidente al conocer que la norma mexicana de calidad del aire sefiala para el
ozono C.11 ppm como promedio maximo en una hora una vez al afo (0.12 ppm para Estados
Unidos ;| 0.06 ppm para Japon), cifra que ha sido rebasada por mucho a partir de la segunda
mitad del afto de 86, esto es luego del cambio de las gasolinas. En la grafica 1.2 se muestra el
numero de violaciones 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 perfodo 1984-1992.
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E) cambio de gasolinas como factor determinante en el origen y la prevalencia de la
contaminacion {otoquimica se sumé a las caracteristicas climaticas y geograficas prevalecientes
en el valle de Meéxico. Sin embargo, son también factores importantes olras medidas
equivocadas que se tomaron por parte de las autoridades gubernamentales ocupadas del
probitema, como lo fué la imposicidn det programa “Hoy no circula” para retirar de la circulacion
500 mil vehiculos por dia y que trajo como consecuencia, mas tarde, un aumentoc en el nimero
de altas en el registro de placa permanente y ventas en el D.F. (Bravo, 1992), la contaminacion

de! aire ha persistido y aun aumentado considerablemente.

€n cuanto a las expectativas, a pesar de que las autoridades insisten en sefialar que las
medidas adoptadas en el control de |a contaminacidn atmosférica en la Ciudad de México han
sido las adecuadas, no existe evidencia que permita vislumbrar una posible solucion al problema.
En este sentido, como respuesta a una pretendida mejora de las condiciones de la
contaminacion por ozono para el afio de 1992, en que se tuvieron un numero menor de
excedencias a la norma de calidad del aire. Bravo ha destacado la posibilidad de que la causa
sea una anomalla climatolégica que derivé en un exceso de precipitacion pluvial para dicho
periodo (Bravo et.al ,1993). En la misma direcciéon, se establece que la estimacién de la calidad
de! aire puede ser alterada por factores climaticos, que obligan a adoptar nuevos criterios de
valoracion. Asl, Ia Air Resourse Board de California recomienda como un indicador de la
tendencia en la concentracion de ozono. tomar el promedio de los 30 valores maximos
reportados al dia. esto es el denominado “30 mean average method” Al utilizar dicho criterio, es
posible determinar de forma mas objetiva la tendencia de la contaminacién a través de los

afios. En la figura 1.3 aparece la tendencia para el periodo 1987-1992.

Las consecuencias de la exposicidn a estas altas concentraciones de contaminantes

atmosféricos en la zona metropolitana de la Ciudad de México se desconocen, al igual que se



desconoce si algunas de las anomallas en la recurrencia de enferr r i ias
reportadas en las instituciones de salud en el pais estan directamente relacionadas con la
contaminacion del aire. Asi, aunque se desconoce !a causa del incremento de la morbimortalidad
por asma, reportado en la literatura médica de los ultimos afios, se sospecha de contaminantes
ambientales como factor etiolégico primordial (Whittermore and Korn, 1980).

Por otro lado , en numerosas publicaciones se han puntualizado las alteraciones
fisiolégicas y bioquimicas retacionadas con la exposicién a contaminantes especificos como el

ozono. Algunas de éstas seran examinadas en ia siguiente secciodn.

Pr de | 30 diarias de ozono registradas
on los afos de 1987-1892. Centro de Ciencias de l1a Atmdafera (U.N.AM.).
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Grafica 1.3
Bravo H.A,, Sosa R.E., Roy-Ocotla G.R., Sanchez P.A. Presentation at the 86th Annual Meeting
Exhibition. Denver, Colorado. June 13-18, 1993,



2. Los contaminantes atmosféricos y su efecto en la salud. El dafio por czono.

El efecto nocivo de la contaminacion atmosférica sobre ia 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 contaminacion atmosférica: monodxido de carbono,
bioxido de azufre, hidrocarburos reactivos, particulas suspendidas, oxidos de nitrdgeno y
oxidantes fotoquimicos (Amdur, 1985). Una categorizacién general de acuerdo a su naturaleza
quimica y que permite aproximarse a su modo de accion, descrimina entre contaminantes
reductores (Bidxidos de azufre, monédxido de carbono, productos de la contaminacion incompleta
del carbén) y contaminantes oxidantes (hidrocarburos, ¢xidos de nitrogeno, oxidantes
fotoquimicos). Los efectos agudos sobre la salud son asociados generalmente con ia
contaminacion reductora, dado que ésta fué la causa de algunos de los episodios en Ios que se
ha originado mayor mortandad (Meuse Valley Beélgica, 1930 (65 muertes); Donora Pennsylvania,
USA, 1948 (20 muertes); Londres Inglaterra, 1952 (4000 muertes). Por otro lado, se ha podido
identificar una correlacién significativa entre los altos niveles de oxidantes en ei aire y un aumento
en la frecuencia de admisiones hospitalarias por desérdenes de tipo alérgico (asma), infeccioso
(influenza, bronquitis), etc., lo que no parece extrafio dadas las tendencias actuales en el uso de
combustibles y la prevalencia de contarninates de tipo oxidante. Sin embargo, las verdaderas
consecuencias, a mediano y largo plazo, de la contaminacidon por esta clase de moléculas se

desconocen.

Independientemente de la posible participacion directa de las especies reactivas del
oxigeno generados durante los eventos de la contaminacion fotoquimica (y que han sido poco
estudiados). se han podido llevar a cabo investigaciones en relacion con el dafio producido por

ozono, actualmente el principal oxidante presente en la atmdsfera de una ciudad con problemas




de contaminacién. La mayoria de estos estudios se han efectuado dentro de camaras especiales
y en condiciones controladas, generalmente en adultos, y utilizando concentraciones que varian
en un rango mas o menos estrecho. Bajo estas condiciones se han encontrado cambios en la
funcién pulmonar, que incluyen una caida en e! volumen expiratorio forzado (FEV1) y la
capacidad vital (FVC), un incremento en la resistencia especifica de las vias 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., 1387) a agentes como

la histamina y la metacolina (Holzmann et al., 1979). Asf mismo, el ozono esta relacicnado con la

enfermedad pulmonar obstructiva (Menzel, 1992) y genera hiperreactividad bronquial asociada

posiblemente con el flujo de neutrdfilos, a dosis iguales a las encontradas cualquier dia en la

Ciudad de México (Murlas, 1985). Un resumen de algunas de las aiteraciones provocadas por la
exposicidn a ozono en el ser humano aparecen en la tabla 1

La mayoria de estos trabajos estan dirigidos de forma general a ios cambios

relacionados con la funcién respiratoria y se basan en pruebas que valoran la fisiologia
puimonar, asi como en algunos cambios citolégicos y bioquimicos 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 1a exposicion al ozono en la rata. En este
1tes como la ion

sentido, destacan aquellos cambios notables en algunas enzimas ar
ido dismutasa citosdlica y mitocondrial, al igual que aquellos

peroxi . Ja y la sup
cambios en glucosa € fosfato deshidrogenasa como marcadora del envejecimiento, etc., pero

sobre todo, el posible efecto peroxidativo sobre el pulmén, y que se ha asociado a la etiologia de

diversas enfermedades y al fendmeno del envejecimiento celular.




Tabta 1

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

HUMANO.
CONCENTRACION TIEMPO EFECTO REFERENCIA
p.p.m.
0.08 { FUNCION PULMONAR (A FEV1)
0.10 6h SINTOMAS RESPIRATORIOS DE Horstman D.H..
0.12 MODERADOS A SEVEROS et al, 1990
T REACTIVIDAD PULMONAR.
BRONCOCONSTRICCION. CAMBIOS DeviinR.8..McDonnell
0.10 6h BIOQUIMICOS Y CELULARES EN W.F.MannR.et al.
FLUIDOS DE LAVADO BRONCOALVEOLAR. 79971
0.12 1n T RESPUESTA BRONQUIAL A
ALERGENOS. (HISTAMINA METACOLINA).
1 FUNCION PULMONAR (A F.E.V. 1) MolfinoN.A.. 1991
0.4 2h 4 FUNCION PULMONAR ( FVC) Kehri .H.R.et al. 1987
[+X) 2h T HIPERREACTIVIDAD BRONQUIAL
(HISTAMINA, METACOLINA) Holtzman. 1979
OBSTRUCCION PULMONAR. INTOLERANCIA,
1.0 2ah

ENVEJECIMIENTO Y DANO PULMONAR

Kreutd. W..GrossK 8 .
T ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

MooreT.B et al, 1989

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

En efecto, la reaccidn del ozono con las dobles ligaduras carbono-carbono de los acidos

grasos se conoce desde hace varios anos (Golstein and Balchum, 1967. Thomas, Muller and

Lyman, 1968, Rohem. Hadley and Menzel, 1971). En

estudios previos, se ha encontrado

evidencia de una peroxidacion lipidica en los eritrocitos expuestos al ozono in vitro, al igual qQue

en el pulmoén de ratas expuestos a 0.7 ppm de ozono in vivo (Goldstein, 1970). Con la aplicacién

de técnicas de ESR y atrapamiento del spin se ha podido detectar la generacion de radicales in

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



Tabla 2

ALGUNOS EFECTOS DE LA EXPOSICION A OZONO EN RATA

CONCENTRACION TIEMPO EFECTO TEJIDO REFERENCIA
p.m.
0.4 8h 1 ACTIVIDAD DE G.P.
G.R., G-6-FD Y NIVELES PULMON Chow, 1976
DE G-SH
0.7 3-6 h LIPOPEROXIDACION PULMON .Goldstemn y
ERITROCITO Balchum, 1967
07 5 dias T ACTIVIDAD DE SOD
(Cu, Zn: Mn), CATALASA PULMON Rahman, Clerch y
Y GP. Massaro, 1991
0.7- 5-7 T REACTIVOS AL ATB
o8 dias (LIPOPEROXIDACION) PULMON Chow y
T ACTIVIDAD DE G.P., Tappel, 1877
G.RY G-8-FD
10 24 h min TRANSFORMACION PULMON Chow, 1976
72 h max EPITELIAL
104 &h EDEMA PULMONAR PULMON Goldstein, 1970
Y MUERTE.

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

Es de interés el destacar, que una experiencia similar a la de la peroxidacidn lipidica en el pulmon
de rata se ha encontrado para e! bidxido de nitrégeno, a concentraciones similares a las
encontradas en la atmésfera de una ciudad contaminada (Thomas et al., 1968). Se ha sugerido
asi mismo, que la peroxidacion de lipidos podria ser el mecanismo central del proceso de
envejecimiento (Barber and Bernheim, 1967; Jain and Hochtein, 1980). Animales expuestos
cronicamente al ozono, mostraron claros signos de envejecimiento prematuro (Freeman and

Crapo. 1982).




3. La formacidn de los contaminantes atmosféricos. El mecanismo fotoquimico de la formacion y
concentracion de los oxidantes.
La combustidn que se produce en el interior de los motores que mueven vehiculos y

maquinaria de la mas diversa naturaleza en la industria, genera muitiples productos de desecho

como resultado de la T icion de fas i

ifas que constituyen los combustibles fasiles.
Entre estas moléculas, a las que se les ha llamado también precursores antropogénicos.
destacan por su importancia en el complejo fendmeno de la contaminacién fotoquimica y por su
concentracion, los éxidos de nitrégeno y los hidrocarburos secundarios. El bidxido de nitrégeno
(NO;) es una molécula capaz de absorber energia de casi la totalidad del espectro
electromagnético. Sin embargo, con gran eficiencia absorbe energia a longitudes de onda del
ultravioleta, de entre 200 y 400 nm. A raiz de é&sto, la molécula de NO, se rompe (fotdlisis).
determinando el principio basico de la formacién fotoquimica del ozono y de otros oxidantes.
Esta reaccion de disociacién requiere una energia suficiente para romper los enlaces entre NO y
NO; (72 kilocalorias/g-mol a 25° C) y ocurre con rapidez (2 min la vida media del NO; en el aire
para un dia normal) (Stephens,1968b). Esta reaccidn da inicio al Hamado ciclo fotolitco del
bioxido de nitrégeno, molécula que , al disociarse, forma NO y oxigeno atémico (O). el cual al
combinarse con el oxigeno molecutar (Q,), genera el ozono (O,). El czono a su vez es capaz de
reaccionar con el NO, cerrando el ciclo al generar de nuevo NO; (Figura 1.1).

De acuerdo a este ciclo, las concentraciones del O, y del NO deberian de permanecer
constantes; sin embargo no sucede asi. En efecto, si en una camara de reaccidén se mezclan
NO, NO;, aire y a continuacién se iluminan con luz ultravioleta, rapidamente es posible detectar
O, en el interior de la camara, que establece una reaccidon de equilibrio con el NO,, es decir, se
produce tanto ozono como bidxido de nitrdégeno se disocia. Si, por otro lado, se irradian las
emisiones del escape de un automodvil en las mismas condiciones, entonces se generan

rapidamente concentraciones mucho mas altas de NO, 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 perturbacién- en el ciclo fotolitico dei NO, que de hecho se presenta en

la atmosfera de una ciudad contaminada, se explica si se toma en cuenta la intervenciéon en la

atmosfera de radicales libres altamente r { . Estos radh ., formados a parnir de
reacciones en las que también interviene la energla de la luz ultravioleta, interaccionan con los
hidrocarburos y el CO,, presentes normalmente en la atmoésfera, derivando en la generacion de
otros nuevos radicales organicos e inorganicos, capaces de oxidar el NO hasta NO, y
perturbando el cicto normal, 1o que lo desplaza hacia la generacion de NO, y por tanto de ozono.

En la figura I.1 se presenta e! ciclo fotolitico del NO, y el proceso que conduce a su alteracion.

CICLO FOTOLITICO DEL BIOXIDO DE NITROGENO
Biéxido de nitbgena
NO, )
I—Ji uv SOoL

RADIACION
Oxido de nitrbgenao (280 nm <R<400}

NO

HIDROCARBURO

OLEFINAS C=C
[ oxiGENO OXIGENO
05} i o}
Figura 1.1



A continuacién se describen las reacciones quimicas del ciclo fotolitico del NO,, su

perturbacidn y el mecanismo de la formacion de radicales organicos.

Meacanismo fotoquimico de la formacion del ozono.
1- La fotdlisis del NO, y el sistema de reacciones foloquimicas acopladas: éxido de nitrégeno

(NO), didxido de nitrégeno (NO,) y ozono (O,).

NO; + RADIACION (280 nm< A<400 nm) - NO + O
O+0O;+M* — Oy + M”
NO + O, — NO, + O,

2- Perturbaciédn del sistema por la intervencion de radicales libres.

a) Los radicales hidroxiio reaccionan con el CO para formar radicales peroxilo (HO;"):
OH*® + CO — CO,+H"
H*+ O, - HO,"
b) Los radicales hidroxilo reaccionan con hidrocarburos para formar radicales
peroxilo (RO;%):
OH® + RH — R +H;O
R*+ O, +M* — RO, + M*

c) Los radicales peroxilo asi formados oxidan el NO a NO;:

RO, "+ NO - RO™ + NO,

c) Como resultado de la oxidacion del NO, el ciclo se desplaza hacia la formacion del



NO,, y por tanto a la formacion y acumulacion del Oy,

3- Origen fotoquimico de la formacién de radicales.

a) Fotolisis del Oy y formacion del radical hidroxito (OH®):
O, + RADIACION ( 280 nm<i< 319 nm) —» o'+ 0,
o'+ H,0 — OH" + OH"

b) Los radicales peroxilo inorganicos y organicos (HO; 'y RO; ") se forman a partir de la
interaccién del radicat hidroxilo con hidrocarburos y CO. como se muestraen 2a)y

2b).
4- Interaccidn radical libre-hidrocarburo.
a) Formacién de un radical organico a partir de! ataque a una doble ligadura de un
hidrocarburo insaturado:

OH" + RH (OLEFINA) — R’ { RADICAL ORGANICO) + H,O

b) Reaccién del radical organico del hidrocarburo con el O, y formacion del radical

peroxilo (ROO):

R+ O, +M" — RO, + M*

* molécula intermediaria necesaria para absorber la energia de la reaccion. En el aire ésta

molécula podria ser el N, o bien el mismo O;. dado que se encuentran entre las mas disponibles.



4. Ozono, radi libres y peroxi iGn.
Se ha postulado que el ozono, debido a su gran reactividad, tiene la capacidad de oxidar

moléculas directamente, o bien, generar radicales libres capaces de extraer atomos de hidrogeno
de acidos grasos insaturados y formar peroxidos lipidicos (Mustafa,1990). La reacciéon del ozono
con las dobles ligaduras de las uniones carbono-carbono se ha reportado desde hace 25 anos
(Goldstein, 1970). Se ha reportado que el ozono puede reaccionar a pH alcalino en soluciones
acuosas para formar OHe(Halliwell and Cross, 1994). También se ha sugerido la posible

formacién de singulete de oxigeno al reaccionar el czono con moléculas biolégicas (ibid supra).

I
—_=—0

I 1 ©s [ o H, O ALDErOO
—C=c——= —Cc—G— — S Nl il
) \o_ol zn CETONA
(o} o=—c—
ALQUENOC M OLOZONIDO QZONIDO
Figura 1.2a

La posibilidad de rompimiento de una doble ligadura entre los atomos de carbono se
hace patente a través del analisis de una reaccion clasica de los alquenos y otros hidrocarburos
con el ozono, esto es, la ozondlisis o descomposicidn por ozono (Figura 1.2). En ésta, el ozono
abre una doble ligadura convirtiendo el alqueno en productos de rompimiento como aldehidos y
cetonas (Morrison and Boid,1978). Como se vera mas adelante los radicales libres actuan del
mismo modo sobre las dobies ligaduras de los acidos grasos insaturados desencadenando el
proceso de peroxidacion lipidica, al final del cual se generan igualmente productos secundarios
entre ellos aldehidos y cetonas.

De hecho, al aislar e identificar a los productos de ia reaccién del ozono con los
componentes del surfactante pulmonar, Lui y col. demostraron que los productos asi formadas

eran los cis y trans ozonidos secundarios derivados de la fosfatidiicohna (Lui, Finlayson y Wills,



1990).Previamente, Roehm en 1972 habla reportado 1a formacion de ozdnidos a partir de metil-
oleato y metil-linoleato; posteriormente se sintetizaron y caracterizaron los ozénidos secundatrios
de esos mismos ésteres (Ewing, 1989). Recientemente Pryor identificoé algunos ozonidos
derivados de acidos grasos insaturados pulmonares y de liposomas (Pryor y Church, 1991). En

ta figura 1.2b se presenta el posible mecanismo de accion del ozono sobre un acido graso poli-

insaturado.
Q H
O/ ~o R—C——O-
R—C o—o- __ o
= e - ——e S - H “ = =3 LIPOPERORIDAC!
PO o br o i i ombaDicAL
1DE PULMON O LIPO: ORGANCD
‘a »
T q
He o //o o\\ R\ c/ \ R
* ~- R— C—OOH =& ----- Ri CR' ~=-=--= 4
- R [ C\ 7 \0 / "
RCHO H
HSDROFPEROX DO OXICARBONRLO OZONIDO
Figura 1.2b

En cuanto a la evidencia que apoya la posibilidad de que estén involucrados radicales
fibres en la toxicidad del ozono (Heath, 1976, Menzel, 1984), se han citado como productos de
descomposicion de este al radical hidroxilo (OH"), al superoxido (O;"), asl como al peroxido de

hidrégeno (H; Q,) (Hoigne and Bader, 1875; Kenedy et al, 1992).



5. F i libres y

L i de oxigeno.

Los orbitales atémicos son las regiones del espacio donde se encuentran 10s electrones

de los atomos. En un adtomo, cada orbital puede contener como maximo dos electrones, los

cuales presentaran giros antiparalelos (de +1/2 y -1/2) en acuerdo con el principio de exclusitn
de Pauli. Tomando en cuenta lo anterior, un radical libre puede definirse como cualquier especie
atomica © molecular que contiene uno o mas electrones no apareados (Halliwell 1980) De
acuerdo a esta definicion, la molécula de oxigeno constituye un radical libre, del mismo modo que
el atomo de hidroégeno y 1os metales de transicion (estado ibnico).

En realidad, la molécula de oxigeno presenta dos electrones desapareados, cada uno
localizado en un orbital = diferente, y constituye por lo tanto un birradical. Los dos electrones no
apareados del oxigeno presentan giro (spin) paralelo, por lo 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 oxidacién de la molécula (Halliwell and Gutteridge, 1987).

Dioxigeno [= 5% *0-OQe
1 e Primera reduccion
Radical anién superéxido O O-Os

1 e Segunda reduccitn
lon peroxido 2% 0-0 2H’— H,0, Perdxido de hidrogeno
le” Tercera reduccion + H*

1 Dianion

o* O +2H° - H,O
2 Radical hidroxianion On Oe +H" — «OH Radical hidroxilo.
te
Dianion o O +2H — 2H,0
Figura 1.3

« electrén no apareado.



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 r i que losr i libres.

En cuanto a su origen, los radicales libres pueden formarse a partir de moléculas
estables a través de procesos de fusidon homolitica y reacciones de transferencia de electrones.
Dichas reacciones se generan por a) absorcidn de energla de radiacidon: radiacién ionizante,
ultravioleta, visible y térmica, o bien b) por reacciones redox. como aguellas de transferencia de
electrones no enzimatica, reacciones catalizadas por metales de transicidn y reacciones
catalizadas por enzimas (Slater, 1984). Las radiaciones ionizantes pueden generar una gran
variedad de radicales libres al interactuar con la materia organica, entre ellos hidrégeno atémico
H°, radical hidroxilo OH" y electrones e”. Por otro lado la radiacion ultravioleta de longitud de
onda de alrededor de 300 nm posee la suficiente energia para generar homdlisis del enlace C-
C y generar asi radicales libres. Ademas, radiacion ultravioleta de energia relativamente baja
puede generar radicales libres por la intervencion de determinadas moléculas sensibilizantes
(Pathak and Josh, 1984). La energia 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 organica al ser expuesta a altas temperaturas
produce mezclas complejas de radicales. El contenido de radicales libres en el humo del cigarriilo
es muy elevado (Pryor et ai, 1983)

Otros radicales libres se forman a partir del catabolismo de diversos compuestos, como
drogas y metabolitos, tal es el caso del radical triclorometiio CCI,", generado a partir del

metabolismo del tetracloruro de carbono.

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

partir de reacciones de oxidorreduccion. De hecho, el oxigeno utilizado por los organismos



superiores es reducido hasta agua a traves del sistema de citocromo de la cadena respiratoria
mitocondrial. y parte de este oxigeno escapa como anidn superoxido (O3%).

En !a membrana de las céiulas fagoclticas se localiza un complejo enzimatico
denominado sistema NADPH-oxidasa, que induce la catalisis de una serie de reacciones
destinadas a la produccidn de las especies moleculares de oxigeno con poder germicida. Estas
constituyen también reacciones de oxido-reduccion en las que se generan radicales libres.

Algunas de éstas se ilustran a continuacion.

2 O; + NADPH + H” = NADPH-OXIDASA— 20," + NADP* + 2H"

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

que se hace posible la reaccion:

20;" + 2H* —+SOD— O; + H;0;

Debido a la presencia de miel i en el i se hacen posibles asi

mismo las siguientes reacciones:

H,0, + CIT —smieloperoxidasa—s OCI™ + H,O

OCI™ + H,0, — CI” + H,O + 10,



...en donde la mieloperoxidasa utiliza el poder oxidativo del peroxido de hidrogeno para
transformar !os halogenuros en hipohalogenuros; éstos a su vez pueden formar singulete de

oxigeno ( 10:7).

Varios metales de transicién, como el fierro (3+ y 2+) y el cobre (+ y 2+) son capaces de

cambiar sus estados de oxidacion interviniendo en reacciones de transferencia electronica

univalente:
Fe* + & — Fe*
Cu* + e — Ccu’

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

oxidacidon de grupos tiol:
R-SH + Cu* — R-S- + Cu® + H°

Por otro lado, el perodxido de hidrégeno (puede ser el formado en las reacciones
anteriores), en presencia de Fe' formara radical hidroxilo (OH") via la denominada reaccion de
Fenton, descrita por este autor en 1894 (Fenton HJH. J Chem Soc 1894. 65, 899-910.Cita

tomada de Rice-Evans, 1994), al integrarse el llamado ciclo de Haber- Weiss:

Fe’"+ O; —» Fe’* + O,

Fe?* + H,O, —» Fe* + OH® + OH"

Reaccién neta—» O+ H,0, — SAL Fe® —» O, + OH" + OH"
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La enorme reactividad de los radicales libres de oxigeno los llevan a interaccionar

avidamente 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
2.- Reacciones de sustraccion de atomos de hidrogeno:
ccl,’ + RH -» CHCl + R’
3.- Reacciones de adicion:
CCl,’ + CH;=CH; — CH,(CCly)- CH;
4 .- Reacciones de anilacion:
ccl,’ + cCl,’ —» CiCl
5.- Reacciones de disproporcionacion:
CH,CH;, + CH,CH, — CH,=CH, + CH3;-CH,

Las afecciones relacionadas con el dafio por radicales libres estan 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 etioiogia de
numerosos padecimientas. A continuacidn se presentan algunas condiciones clinicas y
padecimientos asociados i mente ar

libres y r de c

Condiciones clinicas y padecimientos en los que se ha sugerido, podrian estar asociados

iibres y

peci reactivas de oxigeno. (tomado parcialmente de HHaliwell and
Gutteridge, 1990).

~
1



INFLAMACION. . PADECIMIENTOS INMUNOLOGICOS.

Gl
Vascuiitis (Hepatitis 8. drogas)
Enfermedades autoinmunes
Artritis reumatode

ESTADOS DE ISQUEMIA Y REPERFUSION

at
Rechazo a transplantes
Inflamacién de articulaciones.
Dano par congelacion
Contractura de Dupuytren
Osteonecrosis disbarica
REACCIONES INDUCIDAS POR DROGAS Y TOXINAS
Sobrecarga de tierro

Hemocromatosis idiopatica

Sobrecarga dietaria de hierro (Bantu)

T y otras

[e i )

Alcoholismo
Sobrecarga de hierro inducida por aicohot
Miopatia alcohslica
DANO POR RADIACION,
Exposicién nuclear y accidentat
Radiotorapia
Sensitilizacién celular a la nipoxia
ENVEJECIMIENTO
Desérdenes propios de envejecimeinto prematuro.
CAMBIOS RELACIONADOS CON CELULAS ROJAS DE LA SANGRE.

Intoxicacién por ploma

dela
Malaria
Anemia de células fatsiformes
Anemia de Fanconi

Anemia hemolitica del pramaturo.

de la
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de la y drogas
NEUMOLOGIA
Efsctos del humo del cigarriilo
Enfisema puimonar

Displasia broncopuimonar
(O3, NO2)

o o de
(ARDS).

formas del de swess

por poivos.

Carcenogenicidad dai asbesto
Toxicidad de la bleomicina
Toxicidad del SO
Toxicigad al Paraquat.
SISTEMA VASCULAR Y CORAZON
Carciormiopatia alconolica
Enfermedad de Keshan (deficiencia de selenio)
Anterosclerosis

c. ata

NEFROLOGIA

a
por (Pb. Cd,Hg)

TRACTO GASTROINTESTINAL

Lesién endotéxica dei higado

de

Lesion ica por
Accion diabetogenica de 1a aloxana

Pancreatitis
no

Lesiones i por arogi

Envenenamiento par hierro
CEREBRO/SISTEMA NERVIOSO/DESORDENES NEUROMUSCULARES

Oxigeno hiperbarico

Deficiencia de vtamina &

Neurotoxinas inclusive plomo.

Enfermedad de Parkinson

Lesion cerebrovascular hipertensiva

Lipofuccinesis neuronal ceroide

(NSAID).
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Encefalomielits alérgica y otras

de de ’)

de dafio
Distrofia muscular

Esclerosis multiple

OFTALMOLOGICOS
Cataratas
Hemorragia ocular

Dafic degenerativo de /a retina

Retnopatia fotica
DERMATOLOGICOS

Lesiones por ragiacion solar

Lesiones por calor

Porfiria

Fotosensibilizacion

Dermatitis por contacto
Cuanti ion de radi libres y i reactivas de oxigeno.

La corta vida media de los radicales libres los hace particularmente dificiles de

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

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

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

(Sies. 1991).
Tabia 3. VIDA MEDIA DE RADICALES DE OXIGENO Y ESPECIES RELACIONADAS.
RADICAL SUSTRATO CONCENTRACION VIDA MEDIA
HO" LH 1M 10" seg.
RO~ LH 100 mM 10" seg.
ROO™ LH 1mM 7 seg.
L 02 20uM 10 * seg.
estable . reduccién enzimatica.

H; O,
[«7 dismutacion espontanea y enzimatica
10

10 H,
Q dias
NO™ 5.6 seg




La espectroscopia de resonancia electrénica del spin o ESR, as! cormo su derivacion de
atrapamiento de! spin (spin trapping) representa una técnica que ha sido utilizada para detectar y
caracterizar radicales directamente, y se basa en la utilizacion del momento magnético generado
por un electrén, en virtud de su paramagnetismo. Los elecrones apareados en los atomos 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 paramagneéticos.

en este caso radicales libres, cuando son expuestas a un campo

Estas ies paramagr
magnético, orientan sus electrones desapareados de acuerdo a la direccion impuesta por e!
campo, (paralelo o antiparalelo). El aumento en la intensidad dei campo magnético derivara en la
orientacién antiparalela de la mayoria de electrones al ser excitados. La resonancia resuitante
refleja la intensidad, que puede ser proporcicnal a la conecentracion de los radicales. En
mezclas biologicas complejas el sistema pierde especificidad y generalmente se recurre al
atrapamiento det spin o “spin trapping”. El propdsito de la técnica es la de anhadir otro compuesto
a la mezcla bioldgica, con la idea de generar especies mas estables derivadas de radicales ibres
Estas especies entonces seran mas faciimente detectables con ESR. Los compuestos usados o

"traps™ mas comunes sSon nitronas y compuestos nitrosos (Benedetti, Bocci and Dianzani, 1981)

i ion de r: libres lo

Otro procedimiento reciente para la d ion y ct
constituye el analisis por luminiscencia (Baveris et al, 1980). Constituye la emisién de luz por un
proceso no térmico. La fuz es generada por una reaccidon quimica. La energia liberada por ia
reaccion es absorbida por un sustrato que es exictado, estado en el cual los electrones
periféricos son elevados a niveles energéticos superiores, cuando pierden energia retornan a su
nivel energeético basal, y la energia perdida en esta transicidon es liberada en forma de fotones. La
loengitud de onda de la luz emitida depende de varios factores: la molécula excitada, el pH del
medio liquido, la presencia de icnes metalicos y la cantidad de energia libre liberada en la
reaccion quimica. Asl, la intensidad de luz emitida sera proporcional a la concentracion de los

reactantes. Un esquema de la reaccion general se presenta a continuacion.



reactante luminiscente + Oxidante - catalizador — reactante luminiscente + luz
forma reducida forma oxidada
En la practica solo algunos compuestos pueden ser cuantificados por la emisién directa
de luz (luminiscencia). Tal es el caso del ATP, NADP(H) y el perdxido de hidrégeno. Es por ello
que se suelen utilizar compuestos alternativos en reacciones acopladas (quimioluminiscencia).
El luminol (§-amino-2,3-dihidro -1. 4-phtalazinediona) es un compuesto que emite luz cuando es
- oxidado por perdxidos o con radicales libres; de esta forma -se transforma en alfa-aminoftalato,
nitrégeno y luz con una longitud de onda de 425 nm (Figura 1.4).
A pesar de ser de gran utilidad, por medic de quimioluminiscencia no es posible

descriminar radicales entre si, ni radicales de perdxidos.

o o; o
“NH 1o, =cooH Luz
i:[ NH " OH =l _Eoon * N: * ..

o
NH, H,Q, NH,
Radicales;
Luminot perdxidos alfa-aminoftalato
Figura 1.4



6. Peroxidacion de lipidos.

La peroxidacion de llpidos es un fendmeno complejo en el cual, una molécula
hiperreactiva (vg.radical libre), ataca a un acido grasc no saturado, produce rearreglos en su
estructura molecular (dobles Iligaduras)., y desencadena una serie de reacciones Qque
eventualmente pueden provocar la destruccion de membranas celulares (Wills and Willkinson,
1966), y forman productos secundarios capaces de inactivar enzimas, reaccionar con grupos
sulfhidrilo de proteinas y aun interactuar con el ADN(Roubal and Tappel. 1966; Reiss and Tappe!,

1973: Mc. Knight and Hunter; 1866; Wills; 197 1: Freemanm, 1982)

La lipoperoxidacion se asocia a la etivlogia de enfermedades como son la

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

and Dixon, 1982; Lunec and Dormandy, 1979), enfisema y cancer (Reiss and Tappel,

1973;8rawn and Fridovich, 1981); Machlin and Bendich, 1987). Fridovich and Freeman, 1986).
Asi mismo, los productos de lipoperoxidacion se asocian a la acumulacion de pigmentos en
ciertas celulas (lipofuccinosis) y el proceso de envejecimiento celular (Collip et al, 1967, Grinna
and Barber, 1972; Koster and Slee, 1980; Jain and Hochstein, 1980); el dafio que se produce por

el proceso de isquemia-reperfusion, luego de una intervencién quirargica con derivacion

cardiopulmonar, se asocia también a la produccion de radicales libres y lipoperoxidacion.
Muchas otras afecciones pueden estar asociadas a la produccion de radicales libres de oxigeno
teniendo como posible mecanismo de dafo la peroxidacion de lipidos, proteinas, carbohidratos,
etc. La lipoperoxidacion se produce via la intervencion de radicales libres, en particular los del

oxigeno y sus especies moleculares.

La lipoperoxidacion principia con el ataque de una melécula reactiva (la cual se
a las dobles ligaduras de

postula sera un radical libre o aiguna m lar

acidos grasos no saturados, con la consecuente sustraccion de un atomo de hidrégeno:



Lipido-H + RADICAL HIDROXILO—(OH") — Lipido® + H,O

El atomo de hidrégeno tiene solo un electrén , por lo cual deja al atomo de
carbono correspondiente con un electréon desapareado. El atomo de carbono vuelto un radical
dentro del acido graso tiende a estabilizarse por un rearreglo molecular, para producir un dieno
conjugado (dobles ligaduras en arregto secuencial), el cual tiende a reaccionar rapidamente con

el O, para dar corigena a un radical peroxilo:

REARREGLO—» Lipido® + O; — Lipido-0,;" «—RADICAL PEROXILO

Los radi peroxilo ' también extraer atomos de hidrégeno de otros
Acidos grasas y con esta provocar la reaccidn en cadena de la peroxidacion lipidica. Al hacerio,

se forma a su vez un HIDROPEROXIDO.
LIpido-O;° + Lipido-H — Lipido-OOH—HIDROPEROXIDO + Lipido *

Los hidroperéxidos lipidicos son moléculas relativamente estables, pero algunos

compuestos de hierro reducido izan su icion, para dar origen a radicales alcoxilo

(Lipido-O°):
Lipido-OOH + Fe?* — Fe®* + OH + Lipido-O"«—RADICAL ALKOXILO

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

my:

Lipido-O0e + Fe>*—» Lipido-O** + H— + Fe?*
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Los radicales alcoxilo y peroxilo estimulan la cadena de reacciones de la

peroxidacion lipidica, al extraer &tomos de hidrégeno de otros acidos grasos no saturados.

En la figura 1.5 se resumen algunos de los eventos de la lipoperoxidacion lipidica,

lon
— _ - ACIDO GRASO POLIINSATURADO (RH)
v o H SUSTRACCION DE UN ATOMO DE HOROGEND
/\=/\__M RADICAL LIPIDICO

REARREGLO

/\/=\_M DHENO CONJUGADO

v +0:2 OXIDAGION PROPAGAGION

RADICAL PEROXILO

+RH

Os * * .

N —_— + — —_— —
3
OH HIDROPEROXIDO RADICAL LIPIDICO

PRODUCTOS DE PEROXIDACION: ALDEHIDOS ,CETONAS, ESTERES, ALCOHOLES...

Figura 1.5. Cadena de eventos en la peroxi 1 lipidica. X*r 1ta un radical libre con la
energia suficiente para extraer un atomo de hldfbgano de un acldo graso insaturado.
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7. Tabaquismo, radicales libres y peroxidacion.
Con anterioridad se seftald la posibilidad de la generacion de radicales libres a partir de la

absorcién por ciertas moléculas de energia térmica. Efectivamente, ciertos materiales organicos
al ser expuestos a altas temperaturas como en los casos en los que se quema la floresta y
tambieén en la combustion de los constituyentes del cigarrillo, produce mezcias complejas de
radicales libres; el contenido de radicales libres en el humo del cigarrillo es muy alto (Slater,
1984)
Se menciono con anterioridad que la activacion de células fagociticas como es el caso de
neutréfilos, genera Q;, H,0, HOCI y otras especies reactivas derivadas de estos, con el
proposito de lisar bacterias. Si una proporcién muy elevada de fagocitos son activados en un area

especifica, estos podran generar dano tisuiar. En el llamado sindrome de angustia respiratoria del

adulto (ARDS= adult respiratory distress syndrome), al igual que en otras afeccciones del tracto

respiratorio incluyendo al asma bronquial, el dafio pulmonar parece ser mediado por ef influjo de
neutréfilos en el pulmoén, los cuales son activados y generan prostaglandinas, leucotrienos,

como y desde luego especies reactivas de oxigeno. El humo del

enzimas pr
cigarrillo incrementa de dos a cuatro veces el nimero de células de respuesta inflamatoria en el

tracto respiratorio(Hunninghake et al, 1983). Los macréfagos alveolares de los fumadores son
capaces de liberar oxidantes en abundancia; el mecanismo involucrado en este fendmeno se
desconoce pero se asocia a la ingestidn cronica de particulas en suspension inhaladas con ef
humao del cigarrilio (Hubbard, 1987). El numero de mRNA transcritos del gene b245 (que codifica
para el componente principal del sistema de NADPH-oxidasa, que media la produccion de
oxidantes en fagocitos) esta incrementado en macréfagos 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 concentracion de

i entes) en individuos fumadores (Pre, 1989). Al

productos de peroxi ién (crorm
investigar el efecto de la exposicion a humo de cigarrilo en plasma sanguineo humano, se
encontraron incrementos importantes en la concentracion de hidroperoxidos lipidicos (Frei et al,
1991). En estudios similares (Cross et al, 1993) se encontré que la exposicién de plasma humano
a la fase gaseosa del humo del cigarrillo genera peroxidacion lipidica y también peroxidacion de
proteinas. En adicion, desde hace varios afios se sabe que [a concentracion de algunocs
antioxidantes como el acido ascorbico y el acido urico se encuentra disminuida en individuos
furmadores (Cross et al, 1993; Frei, 1991).

Pryor ha reportado la existencia, en el humo del cigarrillo de un radical libre de larga vida
cuya estructura quimica parece corresponder a una semiquinona (Pryor et al, 1983). Se sabe que
las quinonas pueden participar en reacciones de oxido-reduccion. 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 oxigenao hasta anidon superoxido. La dismutacion de este radical
Hlevaria a la produccién de peréxido de hidrogeno y éste podria descomponerse en presencia de

metates de transicidn hasta radical hidroxilo, como se mencioné con anterioridad es uno de los

radicales mas reactivos (Pryor, 1987).



8. Mecanismo fisi ico de prot idn antioxi e,

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 oxidacion de aquél sustrato (Halliwell, 1891).

Existen en general dos grupos de antioxi tes, i de acuerdo a su
mecanismo de accion. En primer término se presentan los antioxidantes preventivos, los cuales
actuan al inicio del proceso de oxidacién, reduciendo la frecuencia de inicio de una cadena de
oxidacidon, y los antioxidantes que actuan blogqueando dicha cadena y captan radicales

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

ANTIOXIDANTES
1 Los que actuan previniendo el inicio de 2.Los que actuan bloqueando o©
la cadena de oxidacion: rompiendo !a cadena de oxidacién.
{Chain breakings).
1a.Reductores de peroxidos organicos e inorganicos: (vitamina E, vitamina C. superéxido

hidroperoxi ( ibn peroxi etc.) dismutas).

1b. Secuestradores o inactivadores de metales de

transicién. ( transferrina, ceruloptasmina, etc.)
De acuerdo a su naturaleza quimica, los antioxi tes han sido i también
como: a)no enzimaticos (secuestradores de radi libres y i i ] : vitaminas C y -

E, -caroteno, acido drico, bilirrubina, etc.) y b) enzimaticos (superdxide dismutasa, glutation

peroxidasa, catalasa).
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Las enzimas antioxidantes se caracterizan por su alta peci por su ion

dentro de la célula y por tener implicado en su mecanismo de accion un metal especifico que

puede ser cobre, zinc, fierro, manganeso o selenio.
Las superoéxido dismutasas son un grupo de enzimas que catalizan la siguente reaccion:
20, + 2H' —»SOD— H; 0, + O,

En el humano se han identificado varias isoenzimas que se diferencian tanto por las
caracteristicas de la apoenzima (glicoproteina) como por el grupo prostético (metales de
transicion). Las isoenzimas que contienen Cu™ y Zn®" son al menos 4. tres de las cuales se
encuentran relacionadas estructuralmente. Tienen un peso aproximado de 32000, y estan
formadas por dos unidades o monémeros de 16 KD cada uno . El &tomo de cobre es reducido a
Cu’ y reoxidado a Cu®” durante el ciclo catalitico, son citosélicas, sensibles a cianuro y su locus
genético se asume se encuentra en el cromosoma 21. La cuarta isoenzima Cu-Zn presenta una
masa relativa de 150000 y es tetramérica, contiene cuatro atomos de cobre y posiblemente
también cuatro atomos de zinc; esta SOD es inmunolégicamente 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 SOD es mitocondrial y contiene manganeso en su sitio activo, una
estructura molecular diferente, ademas de que presenta una concentracién 10 veces mayor que
fa SOD-CuZn. Las bacterias poseen una superdxido dismutasa que también contiene manganeso

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

Tabla 4. Algunas caracteristicas de las familias de superéxido dismutasas.
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Tabla 4. Algunas caracteristicas de las familias de superdxido dismutasas.

PO PESO ESTRUCTURA LOCALIZACION DISTRIBUCION
MOLECULAR
SO0 Cu. zn 32 000 DIMERICA crrosoL EUCARIONTES Y ALGUNOS
PROCARIONTES

*EC SOD(Cu.Zn) 150 000 TETRAMERICA EXTRACELULAR ¥  MAMIFEROS, AVES Y

(gleoproteinas) ASOCIADA A PECES
MEMBRANA

SOD- Mn 40 000 © 80 000 DIMERICA O CITOSOL OMATRIZ  TODOS LOS AEROBIOS
TETRAMERICA MITOCONDRIAL

SOD- Fe 40 000 O 80 000 DIMERICA O CITOSOL O PROCARIONTES. ALGUNOS
TETRAMERICA CLOROPLASTOS O  EUCARIONTES (PLANTAS)

MITOCONDRIAS

* Superéxido dismutasa extracelular EC.S0D
Otra enzima de proteccidn antioxidante es la catalasa, que se encuentra en peroxisomas
y cataliza la siguiente dismutacion:
H, O + Hy O, —» CATALASA—» 2 H,0 + O,

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

mamifercs es la glutation peroxidasa, que cataliza la siguiente reaccion:
2GSH + H; O; —»G. PEROXIDASA— GSSG +2 H, O

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

glutatidn reducido GSH, con la intervencién de NADPH, permitiendo asi que la accion

anti te de la peroxi sea reg

El «-tocoferol constituye en el ser humano el mas importante y efectivo compuesto

antioxidante bloqueador de la cadena de oxidacion (Hailiwell, 15891). Sin embargo. la capacidad
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antioxidante total de la vitamina E es la suma de las actividades de los 8 tocoferoles que la
constituyen ( Diplock, 1994).

En la reaccion en 1a cual el u- tocolerol (a) interactua con radicales como el peroxilo (b),

éstos ulitimos son transformados en hidroperdoxidos (d), mientras el u-tocoferol es convertido en
radical tocoferoxilo (¢). El radical a-tocoferoxilo puede aceptar un atomo de hidrégeno y formar

nuevamente a-tocoferol, la reaccidn 1 es por tanto reversible. Si una ulterior oxidacidn tiene lugar

entonces el anilio de cromano! del tocoferol es abierto, dando lugar a una a- tocoferil quinona (e)
(-TQ)

CHs H
OH (b) o I
4+ ROO-
R CH:  + ROOH
cH1 ] R Hi CHs o R (d)
CHs CH:
(a) ()
o CcHs CH,
o
CHs
" —™ CH3s
CHs o R
CHs o
CHs L oH
<) {e)
Figura 1.6

Esta reaccion |l es irreversible. Las concentraciones de «-TQ en tejidos animales es muy
baja. lo que indica que la vitamina E es llevada minimamente hasta este estado de oxidacion. Es
muy probable que la vitamina C y también carotencides puedan regenerar oportunamente al
tocoferoxiradical de nuevo a a-tocoferol (1) (Figura 1. 6)

El acido ascarbico, o vitamina C constituye otra de las moléculas que posee capacidad

antioxidante en los tejidos animales. Sin embargo es en principio, un cofactor enzimatico para



varias hidr mente la prolina hidroxilasa y Ia lisina hidroxilasa hierro dependientes,
asl como para la dopamina f-hidroxilasa. La funcidon especifica del ascorbato es mantener el
hierro en su forma reducida, factor indispensable para la hidroxilacion.

Dos oxidaciones sucesivas del acido ascorbico lo convierten en dehidroascorbato,
pasando por el radical semidehidroascorbato durante el curso de una raccidéon El
dehidroascorbato podria ser degradado hasta acido oxalico y trednico, a no ser por la
intervencion de un mecanismo enzimatico que metaboliza la regeneracién del dehiroascorbato

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

de glutation y la reaccidn es la siguiente:

Dehidroascorbato
DEHIDROASCORBATO + 2GSH — ASCORBATO + GSSH

reductasa

E! acido ascorbico como antioxidante bloqueador puede interactuar capturando o
neutralizando a radicales como el anidbn superéxido, el radical hidroxilo, el singulete de oxigeno
asi como hidroperoxidos lipldicos. Sin embargo debe siempre tenerse en cuenta la capacidad
pro-oxidativa del acido ascérbico al interactuar con metales de transicion, principalmente el fierro

al que puede mantener en su estado reducido:

Fe™ + AS — Fe'? + ASe + 2H+
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La combinacion de acido ascorbico y Fe'? o bien Fe*® genera intensa oxidacion de acidos
grasos poli-insaturados.

El radical formado (AS®) y que también se genera en el curso de la reaccion del
ascorbato con radicales libres, es el anion radical dihidroascorbato, muy poco reactivo.. Este
decae por disproporcionacién hasta vitamina C y dehidroascorbato, como se muestra a

continuacion:

2AS + 2H+ — AS + Dehidroascorbato

Se ha investigado de manera intensa recientemente la participacion de! acido ascorbico
en la regeneracion del a- tocoferol a partir de su radical a- tocoferoxilo. El mecanismo implicaria
la donacion por parte del ascorbato del hidrégeno requerido para evitar la farmacién ifreversible

de la «-TQ., de acuerdo al esquema siguiente.

(DQTHO DHAQGSH NADP
ROOH TO AS GSSG NADPH

ROOe, PEROXIDO.ROCH, HIDROPEROXIDO. THO.u-TOCOFERQL: TO« TOCOFEROXILO: DHA.DEHIDROASCORBATO
AS.ASCORBATO: GSH.GLUTATION REDUCIDO, GSSG.GLUTATION OXIDADO,NADP ¥ NADPH,DINUCLEOTIDOS

Figura 1.7
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Otros antioxidantes que pueden identificarse en tejidos biolégicos y han side motivo de
intensa investigacidon son el acido uarico (Ames, 1981), la transferrina y la ceruloplasmina
(Gutteridge, 1978; Halliwell and Gutteridge, 1986). El acido urico que se acumula en los tejidos
humanos como producto del metabolismo de las purinas puede encontrarse en concentraciones
de hasta 0.45 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 oxidasa en el ser humano podria ser benéfico, at permitir

un mecanismo antioxidante singular (Diplock, 1994).

Estreés oxidativo.

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 disturbio en el balance antioxidante y pro-oxidante (Figura |1.8), en favor de este ultimo .Para
mantener fa homeostasis, existe el requerimiento de una continua regeneracion de la capacidad
antioxidante, y si esta no se logra. el dafio oxidativo tendera a acumularse . resultando en la
presencia de eventos patoidgicos (Sies, 1991).La determinacion de un estado de estres oxidativo
en seres humanos es dificil y no se ha establecido actualmente un parametro que pueda utitizarse

como indicador de esta concicién.

AGENTES PROOXIDANTES
(Quimicos y fisicos: radiaciones UV y
ionizantes , contaminantes, drogas.etc).

ANTIOXIDANTES PREVENTIVOS
{catalasa,peroxidasa.transferrina.etc)

+
ANTIOXIDANTES BLOQUEADORES
O “CHAIN BREAKING™
(Vitamina C y E, carotenos. SOD.etc))

Figura i.8
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Il. DEFINICION DE LA HIPOTESIS DE TRABAJO.

En la zona metropolitana de la Ciudad de México se rebasan continuamente los limites
de las normas internacionales de la calidad del aire y el limite para el Indice Metropolitano de
Calidad del Aire para el ozono (Graficas 1.1 y 1.2). Esto significa que unha alta proporciéon de la
poblacion permanece expuesta a una elevada concentracién de oxidantes fotoquimicos como
contaminantes atmosféricos durante perlodos prolongados a lo largo del afto.

Los estudios en animales y en humanos han podido comprobar que el ozono, el principal
oxidante presente en una atmosfera contaminada, es capaz de generar cambios bioguimicos,
fisiologicos y funcionales de los sistemas biolégicos (Parte 1.2; tablas 1 y 2). En este sentido, se
ha postulado como posible mecanisma bioquimico de dafio por ozono, la oxidacion de moléculas
biologicas. entre ellas lipidos (Parte |. 2 y 1.4)

En una poblacién de hombres y mujeres, clinicamente 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 periodos de estancia en la Ciudad de Mexico,
éstos presentaran diferencias significativas en cuanto a la concentracién de lipoperdxidos

lipidicos y la capacidad de respuesta antioxidante del suero sanguineo obtenido de su sangre.

2. La concentracion de lipoperoxidos se encontrara relacionada con el periodo de
estancia de los grupos en estudio en la Ciudad de Mexico. Del mismo modo, la capacidad
antioxidante del suero se incrementara en relacién al tiempo de estancia, en respuesta a una

desigual exposicion a los contaminantes atmosféricos (oxidantes derivados de smog fotoquimico)
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3. Al comparar dos grupos de sujetos con y sin habito de tabaquismo, se espera
encontrar diferencias al comparar la concentracion de lipoperéxidos y la capacidad antioxidante

del suero sanguineo.
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Ill, OBJETIVO.

Medir algunos productos de la oxidacion de lipidos (reactivos al acido tiobarbiturico,

dienos conj y cri i fluor ) ¥ la i antioxidante (medi: por

superoxido dismutasa y capacidad sérica antioxidante) en suero sanguineo humano de dos
poblaciones con diferente tiempo de exposicién a contaminantes atmosféricos, con y sin habito
de tabaquismo; determinar si existen diferencia significativas en los niveles de los citados

parametros entre ambas poblaciones ai nivel de sensibilidad de las técnicas seleccionadas.
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V. MATERIAL ¥ METODOS.

1.-REACTIVOS Y EQUIPO

Se utilizaron los siguientes reactivos grado analitico Sigma Chem.: Nicotin adenin
dinucledtido fostato reducido (NADPH). Adenosin difosfato (ADP). nicotinamida: acido 2-
tiobarbiturico. 1,1.3,3 tetrametdxipropano; suifato de quinina; hipoxantina: xantina oxidasa;

nitroazul de tetrazolio; tris HCL, albumina bovina; hidroxitolueno butitado (BHT): acido linclgico:
acido araquidénico, Trizmaftris(hidroximeti)yaminometanol;. Merck Darmstadt: acido
tricloroacético; acido sulfurico; acido clorhidrico; tungstato de sodio; cioruro de potasio, sacarosa;
moneo y difosfato de sodio; sulfato ferrico. Sigma de México: sistema Hycel 116-117 para
hemoglobina. Boehringer Mannheim: Superoxido dismutasa (SOD). EM Science: etanol. metanoi,

cloroformo y ciclohexano de grado cromatografico.

Equipo. Centrifuga preparativa Beckman J2-HS y ultracentrifuga Beckman L5-75;

espectrofotdmetro Beckman DU-684; espectrofotdmetro de fluorescencia Perkin-Elmer MPF-3,

2. OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Con base en un acuerdo con la Jefatura de Ensefanza del H | de P
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 88 mujeres). De este numero se
consideraron aquelias muestras que de acuerdo a un historial clinico llevado a cabo para cada
participante (efectuado por la jefatura de ensefanza y los laboratorio de investigacion en
bicquimica y de analisis clinicos del hospital citade), una hoja de captacion de datos y una

entrevista personal cumplieron con los siguientes criterios:

Criterios de inclusion.

a3




a) Muestras de hombres y mujeres con edades entre 22 y 35 aflos.
b) Muestras de residentes de por lo rmenos 20 afos en las zonas centro y suroeste dei Distrito
Federal y no fumadores (ni ocasionales).

¢) Muestras de residentes del interior de la Republica Mexicana con no mas y no menos de ocho

dias de residir en la zona centro y suroeste de la Ciudad de Mexico y con perimetro 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 fa zona urbana o conurbada de la Ciudad de México y no fumadores {ni ocasionales).

e) Muestras de residentes de ciudades de la provincia fumadores ocasionales o con habito de

tabaquisrno.

Criterios de no inclusion.
a) Cualquier padecimiento agudo o crénico presente en por lo menos las utimas 4 sermanas

previas al dia de la toma de rnuestras, incluyendo padecimientos respiratorios comunes como

gripe., tos, etc.
b) Muestras de sujetos que se encontraran consumiendo (0 hubiesen consumido en las 4

sermanas previas) cualquier clase de medicamento, suplemento alimenticio, droga. vacuna, etc.

Criterios de exclusion.

a) Sueros lipémicos.
b) Sueros que mostraran cualquier evidencia de hemolisis

Para el estudio del efecto de la contaminacion se formaron tres grupos. Un grupo
compuesto por 24 sujetos los cuales fueron residentes permanentes de la Ciudad de México y

especificamente de mas de 20 afos de residir en la zona centro y suroeste del Distrito Federal
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(Grupo C); otro grupo compuesto por 21 sujetos de reciente estadla en l|a Ciudad de Mexico y
especificamente de 8 dias de residencia y de !aborar en |la zona centro y suroeste del Distrito
Federal (primera semana de marzo de 1994) (Grupo 8). Finaimente un grupo control compuesto
por 35 sujetos que no visitaban la Ciudad de México por lo menos en los ultimos 10 afios y
residentes de distintos lugares de la provincia, pertenecientes a los estados de Guerrero,
Michoacan, Puebtla, Veracruz, Chihuahua, San Luis Potosi, Coahulla y Monterrey (Grupo A). Los
participantes en el estudio recibieron una dieta habitual proporcionada por los comedores del
IMSS de cada hospital. no presentando variaciones determinantes. En cuanto a su actividad
fisica, todos los voluntarios, de los tres grupos en estudio tuvieron similar rutina de trabajo,
relacionada con las actividades propias de su profesion 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 sin habito de tabaquismo conformados por 25 y 35 personas respectivamente.
No se considerd la cantidad de cigarrillos consumidos dado que en la mayoria de los casos se
tratd de fumadores ocasionales; por lo que se clasificaron como “fumadores” aquellos que
consumieran entre 1 y 5 cigarrillos por semana o mas, y no fumadores aquellos que no fumaran
ni ocasionalimente. Los residentes para la formacion de estos grupos fueron unicamente de

ciudades de la provincia y muestreados durante la primera semana de marzo de 1994.
Determinacion de la exposicién al czono.

a) Para el grupo C. La concentracidn de ozono en este grupo se determind calculando et
promedio diarioc de 24 valores horarios de ozono para el periodo comprendido entre marzo de
1988 y marzo de 1994 (Departamento del Distrito Federal. Direccion de Ecologia, Subdireccion
de Calidad del Aire).Dentro del promedio se incluyen registros de horas del dia en que la
contaminacion puede ser muy baja. Esto determina gque los valores que se presentan no
parezcan tan elevados como de hecho lo son en las horas mas criticas durante varias horas a lo

largo del dia (tabla 4).
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b) Para el grupo B. La concentracién de ozonc en este caso se determind tomando en
cuenta el promedio de los valores de contaminacién por ozono presentes durante el tiempo de
estancia de los residentes en el D.F.(primeros ocho dias de marzo de 1994) (Departamento del

Distrito Federal. Centro de Informacién Sobre el Medio Ambiente, CIMA). El tiempo de exposicion

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

c) Para el grupo A. La concentracion de ozono se determind en este caso con el

promedio de los valores de las concentraciones de ozono para la ciudad de provincia con un
fueron

grado de contaminacion mas elevado, para el periodo de tiempo de un aflo previo a que

muestreados los residentes (y durante el muestreo) y que corresponde a la ciudad de Monterrey
' Ambiental detl estado de Nuevo Ledn, Monterrey, N.L.). Todas ilas

(St 1 de Pr
las demas ciudades fueron menores (datos no

concentraciones de ozono presentes en

mostrados) (Tabla IV.1).

PROMEDIO O3 TIEMPO DE

GRUPO ZONA
PpmM* EXPOSICION
c J centro-suroeste 0.152+0.021 24h/diaxSafios
B8 J centro-suroeste 0.140x0.036 24h/diaxX8dias
A (controt) Zzona urbana siempre menor a 24h/diaxXtafio
0.029+0.009

Tabla Iv.1. Expaosicion al ozono de acuerdo a los grupos estudiados. "Promedio = D.S
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Toma y procesamiento de las muestras

La sangre (10 ml), se colectd a partir de las 9:00 horas de la mafana, en tubos estériles
al vacio (Vacutainer. Becton Dickinson). Posteriormente se permitid la separacién del coagulo de
las muestras (20 min.) y se centrifugaron a 1000 x g durante 15 minutos para la obtencién de los
sueros. los cuales se fraccionaron en tres porciones. A Ias muestras destinadas a fa
cuantificacion de los productos de peroxidacién se les adiciond 2.2 mg por mililitro (10mM) de

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

muestras destinadas a !a cuanti ion de la c: i antioxidante del suero fueron puestas en
refrigeracion entre 2 y 4 °C para ser analisadas en los dias subsecuentes. Las muestras
destinadas a la cuantificacidon de superdoxido dismutasa se valoraron en las horas siguientes a ia

toma y el remanente fué puesto en congelacion (-70°C).

Determinacion de hemoglobina.

Todos los sueros que presentaron evidencia de hemdlisis fueron excluidos. Para
descartar la posible interferencia de hemoglobina en los ensayos de superdxido dismutasa y
productos reactivos al tiobarbitarico, a los 62 sueros congeiados a -70° C se les aplicd un ensayo
para la cuantificacion de hemoglobina, basado en la formacion de cianometahemoglobina por
ferricianuro (Eiters RJ. 1967). No se encontraron valores por encima del limite de deteccion de la
técnica y que es de 0.01:g por ml. Cinco muestras recientes de sangre completa mostraron un
valor promedio de 0.14 + 0.002 mg. de hemoglobina por mililitro. Los autores sefialan que la

congelacidn de las muestras no interfiere con la determinacion.

Cuanti ion de la lipoperoxidacion lipidica.
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A partir del la figura IV.1 es posible sefialar los productos de la cadena de peroxidacion
que pueden ser indicadores del grado de oxidaciéon del material lipidico.

El grado de peroxidacién lipidica puede ser determinado por varios procedimientos. Estos
pueden dividirse en, los que miden los productos primarios de la peroxidacidon como es el caso de
dienos comjugados e hidroperédxido y, aquelios que miden productos de peroxidacion secundarios
como son el malonaldehido, 4-hidroxinonenal e hidrocarburos volatiles (etano y pentano).

La interaccidn de algunos productos de peroxidacién como el malonaldehido con grupos
amino primarios de proteinas, determina la formacion de lo que parece ser un tercer tipo de
compuestos, es decir, las sustancias fluorescentes derivadas de lipoperoxidacion o cromolipidos
Estos ensayos han sido ampliamente utilizados, especiaimente en sistemas in vitro, por su gran
sensibilidad. En la actualidad, las pruebas incorporan cada vez con mas frecuencia el uso de
cromatografia liquida, ya sea con deteccion ultravioleta, de fluorescencia Q
electroquimica(Punchard and Kelly, 1996).

La composicion quimica de los productos derivados de peroxidacion lipfdica dependera
de la composicion de los lipidos blanco, asi como de ia participacion de iones metalicos en la
reaccidn. Sin embargo, hasta el momento no es posible predecir la prevalencia de algun tipo de
producto de peroxidacién en particular. Esta es la razon por la cual consideramos importante
utilizar una prueba para los productos de peroxidacidn primario, secundario y terciario. esto es,

dienos conjugados, reactivos al ATB y cromolipidos.

3. PRODUCTOS REACTIVOS AL ACIDO TIOBARBITURICO.

Al final del procesc de lipoperoxidacidn, se generan numerosos productos secundarios
(Fig. 1.5). entre etlos se encuentra et malonaldehido, el cual puede ser utilizado como indicador de
la peroxidacion de lipides in vivo e in vitro. En la figura 1V.1 se ilustra un proceso tedrico de

formacion de maijonaldehido a partir de un acido graso no saturade (modificado de Kappus.

1985).
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R-CH=CH-CH,CH=CH-CH,CH=CH-R'

Lipido
R-CH=CH-CH;,CH=CH-CH-CH=CH-R'  radical

lipidico
R-CH=CH-CH,GH-CH=CH-CH=CH=R'  4igno

0o, V¥ 0
R-CH=CH-CH,CH-CH=CH.CH=CH-R*  Radical

peroxilo
~0-Oy
arreglo R-CH-CH-CH-CH-CH=CH-CH=CH-R'  endoperoxido
intramolecular v
R-CH-CH-CH-CH=R"'
cH SHcn o
o-0 v
R-/CH-%H-C\H-CH=R'
cH-CHcn O -0
O RH
Q propagaciéon
R
R-CH-CH—C\H—CH=R‘
CH:CH:\‘CH O-OH
o-0 Q::e”
Fe'
R-‘;H—(iH-C\H—CH=R' +HO- Radical
CH_’CH"“CH o- alcoxiio
o-0
K =CH-CH=R" ical alkil
R-CH=CH, + O=CH-CH=R! atkilo +

+ O=CH-CH;CH=0O + Malonaidehido

Figura 1V.1. Peroxidacion de un acido graso insaturado, hasta ta formacién de malonaldehido.

Existe una buena cantidad de variantes a la r

] para la cuanti ion de
malonaidehido, esto es. la reaccion del MDA con el acido tiobarbiturico (TBA), 1a cual se vernfica

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

e‘spectrofolometricas, otras metodologias para la cuantificacion de MDA son: las de

49



espectrofluorescencia (Yagy, 1984) cromatografia de gases (Umano, Dennis y Shibamoto, 1988;
Dennis y Shibamoto, 1989) y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC){Bird et.al.,, 1983;
Lepage et.al., 1991). Una metodologia ampliamente utilizada y que se basa en la determinacién
espectrofotomeétrica del conjugado MDA-TBA es la de Ohkawa, Ohishi y Yagi de 1979; en el
peresente estudio se utilizé una modificacion a dicha técnica, se trata de una metodologia
ampliamente probada, accesible, de bajo costo y sensible. El limite de sensibilidad de la técnica

empleada es de aproximadamente 0.5 nmol/ml.

De una muestra de suero previamente puesta a 37°C se tornaron 100 microlitros y se
levaron a 0.9 ml. de Tris HCL. 50 mM, pH 7.4. A esta solucion se adicionaron 200 ut H,S0,
0.66 N y 150 ml de una soluciéon de Na; WO, 0.3 M y se agitd vigorosamente con el fin de llevar a
cabo la precipitacion de proteinas (ver mas adelante porcentaje de recuperacion).(Lepage, et ai,
1991) . La muestra fué centrifugada a 2500 x g por espacio de 10 minutos. E! sobrenadante se
separé y se adicion6d 1 mi de acido tiobarbitirico 75 %, ésta solucion fué agirtada vigorosamente.
La reaccion se llevd a cabo a 95°C durante 15 min. en tubos de borosilicato (100 x 13 mm) con
tapones plastricos de rosca. Se enfrio la muestra antes de ser valorada espectrofotometricamente
a 533 nm (Koster and Slee, 1980). Se realizé una curva patrén utilizando malonaldehido como
estandar. La relacion entre las concentraciones de suero y niveles correspondientes de productos
reactivos al acido tiobarbiturico aparecen en la figura IV.2; se trata de 10 muestras + D.E. En la
figura IV.2 se muestran los espectros de absorcidn tipicos de una muestra de malonaldehido y

de suero sanguineo. mostrando sus maximos de absorcion a 5§33 nm.
Preparacion del malonaldehido.

Los estandares de malonaldehido se prepararon a partir de la hidrélisis acida det 1,1,3.3
tetrametoxipropano (malonaldehido bis-dimetilacetal). El compuesto comercial fué destilado y se
conservé a 4° C. A 220 mg del compuesto(1 mM) se adicionaron 100 ml de una soluciéon al 1% de
acido sulfurico. La solucion se dejd en reposo por espacio de 2 hrs a temperatura ambiente,

después de o cual 1 m! de la solucion se ilevé a 100 ml del acido sulfurico 1% (v/v). La
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concentracibn de malonaldehido se verificé midiendo su absorbancia a 245 nm y utilizando un
coeficiente de extincidén molar de 13.7 X 10* M'cm' en una celdilla de 1 cm de paso de luz. Una

curva estandar tipica con un rango de 0.0 a 6.0 nanomoles aparece en la grafica (V.1.

Grafica IV.1

Curva estandar de malonaldehido.
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Incremanto en las absorbencias a S43nm(MDA) en relacién a
Ia concentracién de suero sanguineo humano.
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Porcentaje de recuperacién de malonaldehido.

A 0.5 ml de una muestra de suero sangulneo humano se adiciond una allcuota del
estandar de MDA, para una concentracién final de 20 uM (0.5 mi); se adicionaron ademas 1.1

mg de hidroxitolueno butilado (BHT), H;SO, 0.24 M (0.5 ml) y tungstato de sodio Na,WO, 0.12
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M (0.5 ml) para un volumen de 4 mly una solucién sulfarico-tungstato en el precipitado de 30 y

15 mM respectivamente. El porcentaje de recuperacidn para 5 ensayos fué de 98.6 + 2 %.
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FiguraIv.2

4. DETERMINACION DE DIENOS CONJUGADOS.

Unos de los primeros productos en la cadena de peroxidacion son los dienos conjugados.
Se derivan de la formacidn de dobles y simples ligaduras alternadas dentro de !a cadena
hidrocarbonada del radical lipldico previamente formado a partir del acido graso insaturado. A
partir del uso de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se han podido separar
cantidades aproximadamente equimolares de cuatro isémeros (cis, trans y trans-trans), formados
a partir de la oxidacidn de metil linoleato (Chan y Levett,1977).Se ha determinado su maximo de
absorcion a 236 y 233 nm, con coeficientes de extincion molar de 26000 y 28000 Mcm’
respectivamente. Se recomienda para las determinaciones la utilizacion de un promedio de
ambos parametros. Las reacciones que llevan a la formacién de diénos conjugados se incluyen

también en la figura IV.1.
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Se efectud una extraccion lipldica vtilizando una mezcla de cloroformo y metanol (2-1).
La muestra fué centrifuga a 2500 x g durante 10 min.. El sobrenadante se reconcentrd y se
evapord a sequedad en corriente de nitrédgeno (cromatografico 99 .998%). El residuo se
resuspendid en ciclohexano y se determiné su absorbancia a 234 nm utilizando para los calculos
un coeficiente de extincion molar de 2.7 X 104 M-1 em-1 (Pryor and Castie, 1984). En la figura
IV.3 se muestran algunos espectros tipicos de los lipidos contenidos en vanas alicuotas de suero

sanguinec humanco rmostrando un pico de absorcidn caracternstica de dienos conjugados a 234

nm; la concentracion de estos es proporcionat a ia de suero (Grafica IV.3).

Absorbenci

—
"\ :
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240 260 280 300 320 340 360 380 400
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Figura Iv.3
Para demostrar que la absorbancia localizada a ios 234 nm es debida a la oxidacién de

lipidos, se procedio a la induccion de la peroxidacidn de una mezacla de acidos grasos puros con

un sistéma generador de radica! hidroxilo (Fenton).
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Grafica V.3
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Vesiculas de acidos grasos fueron preparadas por el método de Gebicki y Hicks (1976)
como sigue: Una mezcla de acido linoleico (40 mg). acido araquiddnico (0.4 mg) y 4 mililitros de
Tris HC1 0.1 M, pH 8 fué sometida a agitacion intensa (vortex) por espacio de 30 minutos: ia
suspensién resuitante se disolvid en 20 mililitros del mismo amortiguador para lograr una
concentradion final de 7.2 mM de acidos grasos. Las vesiculas se prepararon inmediatamente
antes de ser usadas. El radical hidroxilo fué generado a traves de la accidon detl perdxido de

hidrégeno (H,Q, 0.5 mM) en presencia de Fe?'-EDTA(100uM).
Fe?"-EDTA + H,0, —» Fe*-EDTA + HO® + OH"

La concentracion del peroxido de hidrogenc se determind espectrofotométricamente

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

En la figura IV.4 se presentan los barridos espectrales de la mezcla de acidos
grasos, asf como el aumento en absorbancia con respecto al tiempo al ser peroxidados con

radical hidroxilo (reaccion de Fenton).

5. DETERMINACION DE CROMOLIPIDOS FLUORESCENTES. ° N

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

peroxidacion tanto in vivo como in vitro.
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FiguraIv.4
El lido puede con los grupos aminc libres de compuestos
como ami proteinas, amir i acidos nt etc., para formar

con estos bases conjugadas de schiff. El sistema cromofdrico responsable de la fluorescencia es
NC=CC=N, el cual contiene seis electrones =x.

Algunos pigmentos con caracteristicas cromoféricas muy préximas a las del sistema
citado se han pedido identificar en el interior de ciertas céluias en las cuaies parecen acurmnularse
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 extraldos de la fase liposolubie de los

y valorados posteriormente con maximos de exitaciéon

tejidos bi con solven or
se

y emisidn a 350 y 430 nm respectivamente. Con base en
comprobé que 1 mol de malonaldehido reacciona con 2 moles del ester de un aminoacido para

rendir 1,2amino,3 iminopropenocs bisubstituidos con las caracteristicas espectrales ya citadas (Chlo

and Tappel, 1969) (figura IV.5),
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O=CHCH=CHOH + RNH_J

MALONALDEHDO AMNGAC

}

O=CHCH=CHNHR + RNH,
ENAM INA

!

RN=CHCH=CHNHR
1-AMINO-3IMINOPROPENG N.N BISUSTITUIDO
Figura IV.5

Se extrajo la fraccion lipidica 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 centrifugé a 3000

X g 10 min y al sobrenadante se adiciontd una mezcla 1:1 agua-cloroformo y se agitd

vigorosamente;se centrifugé nuevamente a 4000 X g 5 min. De la fase organica se tomd 1T ml y

se adiconé 0.1 ml. de metanol para aclarar la muestra. Los lipidos extraidos se valoraron en

refacidon a un estandar de sulfato de quinina 0.1 ug/ml en H,SO, 0.05M con una excitacién de

350 nm y una emision de 430 nm (Esterbauer et al, 1986). En la grafica IV.5 se presenta el
aumento en la fluorescencia de concentraciones crecientes de sulfato de quinina; se trata del
promedio de 5 muestras + D.E. Para Ilas determinaciénes en las muestras se tomo como
estandar 100 % de fluorescencias 0.1 ug/ml.
Grafica IV.5
CURVA ESTANDAR DE SULFATO DE QUININA
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Se comprobd que incrementos en las concentraciones de suero corresponden

iguaimente a un aumento en la fluarescencia, con barridos espectrales con maximos de emisién a
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430 nm (Figura IV.6); 100 uni de fluor ia son equivalentes a 0.1 pug de sulfato de

quinina; la sensibilidad fué de 100% y |as rendijas de emision y exitaciéon se ajustaron a 6nm.
Para comprobar que las determinaciones de cromolipidos corresponden al aumento en
la oxidacion, se midié la fluorescencia de los lipidos contenidos en una fraccion microsomal
hepatica. En la grafica IV.6 se muestra el aumento en la fluorescencia con respecto al tiempo, de
lipidos extraldos con cloroformo-metanol en la peroxidacién microsomal en presencia de NADPH
y ADP-Fe*". Se utilizé como estandar 0.1 pg/m! de sulfato de quinina en H,SO, 0.05 M de

acuerdo a la curva de la grafica V.5, se trata de! resultado de 5 ensayos + D.E.
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Se aprecia el aumento progresivo de la fluorescencia en la muestra que contiene
NADPH. La concentracién de proteina microsomal y de 10s compuestos de la mezcla de reaccion,
asi como las condiciones del ensayo son los que se presentan en el punto @ capacidad

antioxidante.

6. DETERMINACION DE SUPEROXIDO DISMUTASA.
Se trata de enzimas muy activas que intervienen en la dismutacion del anidn superdxido,
de acuerdo a la siguiente reaccion:
20, + 2H" — H,0O, + O
Dada ta inestabilidad de su sustrato, generaimente la SOD se cuantifica a traves de
métodos indirectos y en base a su capacidad de eliminar anidon superdxido de una mezcla de

reaccion.

En este caso, se utilizd un sistema que genera un flujo de O . por la accion de ta
enzima xantina oxidasa sobre su sustrato la xantina o la hipoxantina (Beauchamp and
Freedovich, 187 1). La mezcla de reaccion contiene el colorante nitroazul de tetrazolio, el cual se
reduce por efecto de la transferencia de electrones del anién, generando formazan. La formacién
del compuesto colorido determina la concentracion de anion superdxido, y la inhibicion determina
una medida indirecta de la cantidad de SOD en cada muestra de suero.

‘Se ulilizé una mezcla de reaccion conteniendo hipoxantina 1 X 10 M ; carbonato de
sodio 0.05 M: xantina oxidasa 2.2 X 10® M; acido etilendiamino tetracético (EDTA) 1 X 10* M y
nitroazul de tetrazolio (NBT) 2.5 X 10> M. El pH de la mezcla fué ajustado a 10.2 con una
solucion de acido clorhidrico 0.1 M. En ta grafica IV.7 se muestra la taza de reduccion de NBT por
el radical anién superoxido generado por !a interaccion hipoxantina-xantina oxidasa; se trata de

un ensayo a 25° C, pH 10.2 en un volumen final de 0.5ml.
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Gréfica IV.7
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La reaccién principia al anadir 3 microlitros de xantina oxidasa 2.2 x 10® M en cada
mezcla para 100 p! de suero; se toman las lecturas de la mezcla antes y después de dos minutos
de iniciada la reaccion, a 560 nm. La formacion del colorante formazan en una mezcla que no
contiene el suero determina el 0 % de inhibicién, y las absorbancias de las mezclas en las que
hay suero determinan el % de inhibicidn de cada muestra. Se sabe que una unidad de la enzima
es capaz de producir S0 % de inhibicion, y por tanto es posible determinar las unidades de la
enzima presentes en una muestra de suero por miligramo de proteina. Un esquema general del

procedimiento aparece en la figura IV.7.

Xantina ven
EDTA HO,+ O
Na_CO, =2
Xantina oxidasa i
100% %
NBT w002 o iGaan - - - - FORMAZAN
(amarillo) {(azul) 560 nm
Figura IV.7
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Concentraciones crecientes de suero son capaces de inhibir proporcionalmente ta
reduccion del NBT. En la grafica IV. 8 se demuestra la inhibicion de la reduccion del NBT por
suero sanguineo humano. Las condiciones son las anteriormente descritas; se trata del promedio
de 5 ensayos con un mismo suero + D.E. Como se observa. el maximo porcentaje de inhibicion
es de 85 %.

Grafica IV.8
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7. DETERMINACION DE PROTEINAS.
Se cuantificd la concentracion de protelnas (Lowry et al, 1951) para cada muestra de
suero después de su obtencion. Una curva estandar tipica de proteinas fué de 0 a 150 ug de

albimina bovina para un volumen final de 2.7 ml.; el volumen de suero utilizado fué de 50 pi.

8. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL SUERO.

Previamente pudo comprobarse la inhibicidn que el suero sanguineo humano ejerce
sobre el sistema de peroxidacién microsomatl dependiende de NADPH (Hicks and Medina-
Navarro,1995). La capacidad de inhibicién del suero esta relacionada con las moléculas
antioxidantes contenidas en el, lo que pudo comprobarse al suplementar la dieta de voluntarios

con vitaminas antioxidantes y observar un aumento signi i de la it antioxi ite de

SuU suero.
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Peroxidacion microsomal dependiente de NADPH.

1 dos pr de peroxi ién en microsomas, uno enzimatico y otro no

enzimatico. El no enzimatico es inducido por ascorbato y fierro y es activo aun en fraccion
microsomal desnaturalizada por calor; el otro, enzimatico, es dependiente de NADPH, se inactiva
con calor de ebullicidon y requiere de fierro y un agente quelante. Los acidos grasos de los
fosfolipidos contenidos en las membranas de la fraccidn microsomal son fuertemente oxidados
dando lugar a la formacién de peréxidos lipidicos y productos secundarios como el

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

generacion de radi en la per iGN microsornal enzimatica ocurre via la formacion de un
i6n ADP-perferrilo que cataliza la extraccion de un metil hidrégeno de un acido graso insaturado,

de acuerdo al siguiente esquema generat:

ADP-Fe*

1
NADPH-CitoCrOmMO-==nnnnn=z=v -—-—NADPH + H'»NADP"
P450 reductasa

4

ADP.Fe’™

Q2

1

[ADP-Fe?*-02] L H— [ADP- Fe®*-027]
L rat;ical lipidico
+02
LOO- radlcal peroxilo
ADP-Fe® + LOOH (hidroperoxido)
Figura IV.8

Otros autores como Fong, McCay y King han propuesto la posibilidad de que la iniciacion
se verifique via una reaccion tipo Haber-Weiss (Fong et al, 1973; McCay et al, 1972; King et al,

1975):
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O, + ADP-Fe* —» ©2+ADP-Fe**

ADP-Fe** + H,0; — ADP-Fe® + OH + OH"

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

Ratas Wistar adultas fueron sacrificadas por dislocacion cervical y sus higados fueron

perfundidos con solucién de NaCi 0.15 M, extraidos y pesados. La fracciéon microsomal se
obtuvo a partir de homogenados hepaticos al 50% (p/v) en sacaresa 0.25 M con homogenizador

Elvehjem vidrio teflén. Se llevd a cabo un esquema de fraccionamiento como el que se presenta
en la figura 1V.9. La fraccidon microsomal final fué resuspendida en KCI 125 mM a razén de 1 mi
por cada gramo de tejido original. Una alicuota de la suspension oblenida conteniendo 1.5 mg de
proteina microsomal se utilizé como sustrato para la lipoperoxidacién, la cual fué cuantificada con

el ensayo de los productos reactives al acido tiobarbiturico (como se explico previamente).

Para la induccion de radicales y la oxidacion de las membranas microsomales se utilizo
el sistema NADPH-ADP-Fe® (Wills, 1969), con una mezcla de reaccion conteniendo: nicotinamida
20 mM. KCi 80 mM, ADP 2 mM, FeCl; 0.12 mM y NADPH 0.4 mM en amortiguador de fosfatos 20
mM, pH 7.0 a una temperatura de 25° C, para un volumen total de 1.5 mi; el tiempo de incubacién

de acuerdo al ensayo. En la grafica IV.8 se muestra el curso normal de la peroxidacion
microsomal dependiente de NADPH + H” con respecto al tiempo. en ausencia de NADPH la

concentracién de malonaldehido permanece cercana a cero.
La reaccion se interrumpi® al adicionar 500 ul de Acido tricloroacético al 35 %. A la

solucién resultante le fué adicionado 1 mil de acido tiobarbitirico 0.375 % en HCI1 0.2 N y fué

puesta en ebullicion por 15 minutos Las muestras se enfriaron en hielo y su absorbancia se

midio a 535 nm.(Hicks and Medina-Navarro, 1995).
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Homogeneizar en sacarosa 0.25 M
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700 x g
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bruta completa
Centrifugado
10 min
/a 30008
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10 min
15000 g
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enriquecida) postlisosomal

\
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4105000 g
Fraccién Fraccién
microsomal citosélica
(sobrenadante)

Figura V.9
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Grafica IV.8

Bajo las condiciones antes descritas se establecié la inhibicidon det sistema por diferentes
alicuotas de suero sangulnec humano, como se muestra en [a grafica IV.9. En la linea con (+) se
muestra el porcentaje de inhibicion de varias alicuotas de suerc; 0% representa el porcentaje de
inhibicién sin la adicion de suero, y se demuestra que Se requieren aproximadamente 40
miligramos por mililitro de suero para lograr cerca del 100 % de inhibicién. En la linea con () se
presentan las concentraciones de malonaldehido; 8.09 nmol representa su concentracién antes
de la adicidn de suero sanguineo. La cantidad de proteina microsomat fué de 1.5 mg/mi y 0.4 mM

de NADPH como en los ensayos previos y el tiempo de incubacion fué de 60 minutos; se trata

del promedio de seis experimentos + D.E.
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EVALUACION ESTADISTICA.

Se trabajé con variables numéricas continuas, por lo cual, de acuedo a los ensayos de
normalidad (Kolgomorov-Smirnov) se eligieron las pruebas parameétricas ANOVA y prueba “t" de
student y las libres de distribucidon Mann-Whitney y Kruskal-Wallis. Los resultados se evaluaron
con la prueba de Dunn para las paramétricas y Bonferroni para las no parameétricas. Se utilizé el

programa estadistico Sigma Stat for Windows, ver. 1, 1892-1994, Jandel Corporation.

HIPOTESIS
Ho: X=X
Hy: X=X

normalidad

Prueba “1” de ANOVA

Stdent intergrupos

no parcada (3 grupos)

intergrupos un solo factor

(2 grupos) sin replicacién.
Bonferroni

no normalidad
Xo:Da=Dg
. Xa:Do»Dg . . .
Mann-Whitney Kruskal-Wallis

Dunn

.68



V. RESULTADOS.
Fueron considerados significativamente diferentes solamente [os resultados que

presentaron una P<0.05 tanto en la prueba “t" de student como en el caso de ANOVA, Kruskal

Wallis y Mann-Withney.
Al comparar al grupo B, o de breve estancia en la Ciudad de México (8 dias), con el

de personas que nunca han vivido en la Ciudad de México o la han

grupo control. esto es,
cuantificar la

visitado en los ultimos 10 anos, solo se encontréd diferencia significativa al

concentracion de productos reactivos al acido tiobarbiturico, P=0.01 y P=0.002, “t" y Kruskal-

Wallis respectivamente (Tabla V. 13).
Al comparar el grupo C, de personas que han vivido en la Ciudad de México durante los
se presentaron diferencias significativas entre las

ultimos 20 afios, con el grupe control,

concentraciones de cromolipidos fluorescentes (P<0 001 Mann-Whitney y Kruskal-wallis) entre

los productos de peroxidacién, 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
significativas entre las concentraciones de dienos conjugados (P=0.01 “t° y ANOVA),

cromolipidos fluorescentes (P=0.001 “t" y ANOVA), y en la capacidad antioxidante del suero

(P=0.004 Mann-Whitney y Kruskal-Wallis) (Tabla V.14).

A continuacion se presentan los datos generales de los grupos estudiados para cada una

de las variables, asl como las tablas donde se resumen los resultados del analisis estadistico

que se llevo 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 TIOBARBITURICO

CRUP TAMANO MEDIA MEDIANA DESVIACION RROR
ESTANDAR FANDAR
5.2 | 5.1 1.22 2
B 120 611 597 [ 1.39 R !
< {24 1436 JIEr] 187 0382 |

DIENOS CONJUGADOS

DESVIACION ERROR
FNTANDAR ESTANDAR

GRUGPO TAMARO U MEDIANA ERROR
ESTANDAK

FELEE
| 30.00
{ 35.58 36.00

SUPEROXIDO DISMUTASA

FRROR
FSTANDAR

MFDIANA DEFSVIACION

GRUPO  TAMANO MEDA
ENTANDAR

i 81.86 | 75.50 ] 35.82 I
{10959 18864 149,02 171069 ]
LC 123 [73.70 [75.19 3573 1729 i
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL SUERO
Tabla V.7
GRE PO PANM ANG Nt 1N NMEDEAN A DE SN IAC TN FRROR
PN A AR FSPANDAR
A LAt 52, [ 53.16 10436 )
B 122 ] 53.57 [ 5341 297 0633 1
< 124 1 55.83 | 5550 1325 1 0.663 1
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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
CGRU e I AN ANO) AL ETIRY SEE DTN N Y SN A LON 1 HROR
IS ANID VK ENT AND AR
FUMADORES 5.79 6.18 148 0.309
{ NO FUMADORES Lss 520 1 5.14 22 | 0206 i

DIENOS CONJUGADOS

CGRL PO TANMIANO N BIEDERE DF SV 1A 10N ERIRONI
PNV AN AR PSTANID AR

FUMADORES
'NO FUMADORES | 35 [537 ALK 1.5 {0.195

CROMOLIPIDOS FLUORESCENTES
Tabla V. 10 -
CRU PO TANMARO M DI MEDEAN A BE SV A 10N PRIGOK
IS ANDAR PN ANDAR

FUMADORES 34.75 1350
[ NG FUMADORES | 35 12843 270 X o830 ]

SUPEROXIDO DISMUTASA
Tabla V. 11
R PO EANMIASNOT N D BRIEITERE DE NN 1A FON P RIROK
N AN VK ESEANIDAKH

FUMADORES
[NO FUMADORES | 35 [ 9041 [ 85350 [3356 [ 6.055 ]

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL SUERO

Tabla V. 12
CRE PO TANMASO MDA SINERE DESY N ION RO

[N NN TRV T PN ANDAR

FUMADORES .
|_NOFUMADORES | 41 | 52.65 1 53.16 | 379 [ 0436 i
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Tabla V.13. ANALISIS ESTADISTICO. ESTANCIA EN LA CIUDAD DE MEXICO

Bonfers

Reactivos al v 4 4

atb Avs B P=0.01 P=0.002 P=0.05
Reactivos al P> 0.05 P>0.05
atb A vsC
Dienos
conjugados A P>0.05 P>0.05
vs B
Dienos
conjugados A £:-0.05 P>0.05
vs
Cromolipidos P>0.05 P>0.05
A vs
Cromolipidos 4 v 14

A vs C P<0.001 P<0.001 P=<0.05
Superéxido "4

dismutasa A P=0.03 P>0.05
vs B
Supcroxido
dismutasa A P>0.05 P>0.05
vs C
Capacidad
antioxidante P>0.05 P>0.05
del suero AvsB
Capacidad v 74 4
antioxidante P<0.001 P<0.001 P<0.05
del suero AvsC

A= Grupo control: personas que nunca han vivido en la Ciudad de México o Ia han visitado
cn los altimos 10 anos.

B= Grupo dc las personas cuya estancia en Ja Ciudad de México es de 8 dias.

C= Grupo de personas que han vivido en la Ciudad de México durante los ultimos 20 afos.

7




Tabla V.14 ANALISIS ESTADISTICO. FUMADORES ¥ NO FUMADORES.

Reactivos al
acido
tiobarbiturico
F vs NF

P>0.05

P>0.05

Dienos
conjugados
F vs NF

4
P=0.01

"4
P=0.01

4
P<0.08

Cromolipidos
Fvs

4
P=0.001

4
P=0.001

"4
P<0.08

Superoxido
dismutasa
F vs NF

P>0.05

P>0.05

Cupacidad
antioxidante
del sucro

F vs NF

4
P=0.004

"4
P=0.003

4
P<0.058

NF=No

72



Vi. DISCUSION.

Las especies reactivas del oxigeno pueden generarse de forma enddgena a partir de

a través de la actividad de ciertas oxidasas o

1es Ir de i iGn, por

bien, por la accion de componentes del humo del tabaco y contaminantes atmosféricos, e
indirectarnente por el metabolismo de solventes, drogas y pesticidas (Machiin and Bendich,
1987).

Las reacciones del ozonc y aun las del NO; con las dobles ligaduras de los acidos
grasos insaturados ya se conocia (Thomas et al, 1968). El ozono no es un radical, pero puede

oxidar moléculas biologicas directamente o bién reaccionar en soluciones acuosas alcalinas y
1990). Se han podido identificar ozonidos secundarios
1890). El

producir OH" (Glaze, 1986; Mustafa,
derivados de ta accion del ozono con componentes del surfactante pulmonar (Lai et al,
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 dimension del dafio a la salud de los individuos expuestos a

ambientes contaminados y resuita” extremadamente dificil de valorar. Sin embargo, la

ion y de la ar i ite del suero, es una

cuantificacion de los productos de perc
aproximacion que consideramos razonable. Se ha reportado un aumento en los niveles de

productos de peroxidaciéon en el plasma sanguineo de fumadores (Pré et al., 1988, 1990)

(cromolipidos, pero no reactivos al tiobarbitarico), lo que probablemente se deba a la cantidad de

radicales libres en el humo del cigarrilo (Slater. 1984). En el presente estudio, se reportan

incrementos en la concentracion de dienos conjugados (P<0.05) y de cromolipidos 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 oxidacién de algunos componentes del suero sanguineo de
individuos con distinto grado de exposicién a contaminantes atmosféricos.

En el presente estudio se reportan incrementos en las concentraciones de productos
de peroxidacion lipldica como resultado de diferente grado de exposicion a un ambiente con
altas concentraciones de oxidantes fotoquimicos (productos reactivos al acido tiobarbiturico en el
grupo B y cromolipidos fluorescentes en el grupo C, Tabla V.13). Previamente se ha propuesto
que el efecto del ozono y el bidxido de nitrégeno se relacionan con sus efectos oxidativos
incluyendo la iniciacion de la peroxidacion lipidica (Thomas et al., 1969. Galdstein et al, 1970;
Roehm, et al., 1971;Chow and Tappel, 1972). Resuita notable que se encuentran diferencias en
cuanto al tipo de producto de peroxidacion respecto al tiempo de exposicién de los grupos
estudiados. Es importante recordar que, mientras el malonaldehido (MDA) es un producto
secundario de la peroxidacién de los acidos grasos insaturados, los c;:mpueslos fluorescentes o
cromolipidos son aparentemente el producto de !a reaccion del MDA con aminoacidos formando
bases conjugadas de Shiff, lo que se ha podido comprobar in vitro. Ciertos pigmentos
fluorescentes de lipofuccina podrian ser las bases de Shiff del MDA (Tappel. 1973 .Fletcher el at.,
1973). Se ha propuesto que dichos pigmentos, que suelen acumularse en el interior de algunas
ceélulas, estan relacionadas al envejecimiento (Jain and Hochtein, 1980). La acumulacion de
estos compuestos podria explicar su incremento en el grupo con mas alto grado da exposicion
{grupo C) (Tabla V.13); es importante comparar este parametro con el de fumadores (tiempo
prolongado de exposicidn a oxidantes) (Tabla V.14).

Debido a que los mecanismos de defensa contra el dafio celular involucran la
respuesta de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa y la catalasa, el incremento
en la actividad de superéxido dismutasa en los individuos del grupo B (P=0.03 solo para "t" de
student) podria representar una respuesta antioxidante inmediata ante la presencia de ciertos
contaminantes atmosféricos. Se ha reportado un incremento en !a actividad de las superoxico
dismutasas (Cu, Zn y Mn) en pulmdn de rata luego de la exposicién a ozono (Dubick and Keen,

1983; Dubick et al.. 1988; Igbal and Whitney, 1991). Sin embargo no se puede descartar la
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posibilidad de que el O, liberado por las células de respuesta inflamatoria durante la fagocitosis
de los debris del tejido danado por el O, ., fuera el inductor de la SOD. Otra posibilidad es la
induccion de

la enzima por alguno o algunos de los productos de peroxidacion ©o por

corticoesteroides (Randahawa et al,1986) liberados como respuesta a la tensiébn oxidativa
{Marklund,1984).

Dada la diversidad de las defensas antioxidantes especificas contra el dafio generado
por f0s radicales libres, en el presente estudio se valoréd la capacidad antioxidante del suero.
(CAS) para inhibir 1a lipoperoxidacion en sistema microsomal de la rata, valorada como la
concentracidn de malonaldehido producido bajo 1a accidn de un sistema controlado ADP/NADPH
+ H°/Fe® (Hicks and Medina-Navarro, 4995). La accidn antioxidante de 1a superéxido dismutasa
queda exciuida de! parametro, porque se sabe gque el anién superoxido no interviene en la
inhibicidn de la lipoperoxidacion en el sistema citado (Koster and Slee, 1980). Esta es la razén
por la que la superdxido dismutasa se valora en el presente estudio de forma independiente.

Se presentaron diferencias significativas entre ei 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 inhibicién para el grupo de
residentes permenentes corresponde a una respuesta tardia de las moléculas antioxidantes que
intervienen en dicha inhibicidn. al igual que el discreto aumento mostrado en la actividad de la
superodxido dismutasa parece representar una respuesta temprana. Se ha podido comprobar la
liberacidn de antioxidantes como vitamina E en respuesta a la inhalacién de ozono (Rohem et al.,
1872, Pryor. 1991).

La respuesta antioxidante en el caso de los grupos de fumadores y no fumadores
mostrdé un incremento en |la capacidad antioxidante del suero se presentd en el grupo de los
fumadores, mientras que para el caso de la superdxido dismutasa no se encontré diferencia
significativa. La presencia de radicales libres en el humo del cigarrillo se traduce en una

peroxidacion lipidica (Tabla V.14); ante el estimulo oxidativo, el suero de los individuos fumadores
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responde con un incremento en la capacidad antioxidante det suero (CAS). En |a figura 34 se

muestra un esquema general de la interpretacion de los resultados obtenidos.

CAPACIDAD

P X ANTIOXIDANTE
SstS'ZgA?;? DEL SUERO
REACTIVOS AL
AC TIORARBITURKCO sSoD CAS
ACCION CROMOLIPIDOS
DIRECT/.\
O: l»vskoxumcnou CATALASA
* A GLUTATION PEROXIOASA
: vitamma €
PARKHE ACIDO URICO

BILIRRUBINA
TRANSFERRINA
CERULOPLASMINA
8.CAROTENG
UBKQUINOL
GLUTATION

Figura 34

En sintesis, ia presencia de especies de oxigeno reactivas genera peroxidacion. que
se traduce en un incremento (primario) de superdxido dismutasa, posiblemente por la presencia
de las células de la respuesta inflamatoria (estallido respiratorio) y de productos de peroxidaciéon
tempranos (reactivos al tiobarbitirico); posteriormente, en una segunda etapa la liberacién de
antioxidantes se incrementa (CAS) e igualmente la de otros productos de peroxidacidn como
cromolipidos, coincidiendo con el patrédn general para fumadores.

Eil grado de significancia de las pruebas estadisticas se fijo de tal forma que se
cumpliera con la premisa de gque so6lo el 5% de los datos a favor de la hipotesis 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 individuos estudiados para una variabie en
particular. se puede estar equivocadc 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 informacién importante. que debe tenerse en cuenta, es el pequefio margen que

puede existir entre las variables del presente estudio; por ejemplo:




a) 1a posibiidad de cometer errores en la seleccion de las muestras. Si bien las pruebas
estadisticas contemplan tedricamente la posibilidad de "sesgos” no considerados, el numero o
bien |a magnitud de 1os mismos puede sobrepasar lo estimado. Por ejemplo, uno de los criterios
de inclusién supone que se trata de muestras de residentes de algunas ciudades de la provincia

con por jo menos 10 aflos de no visitar la ciudad de México y no fumadores. Légicamente, se

puede estar st imando la

posibili de que algunos de los sujetos estudiados se
encontraran expuestos a aigun tipo de contaminacidon local no contemplada. Otro tipo de sesgo

podria encontrarse al considerar las mualtiples variables a las que seguramente estuvieron

expuestos 10s sujetos que vivieron en esta ciudad por mas de veinte afios y en todos los grupos
en el transcurso de Ja investigacion.
b) La naturaleza de los procedimientos. Uno de los procedimientos para determinar los productos

de peroxidacion, eso es, el que mide los productos reactivos al acido tiobarbiturico ha sido

cuestionade en varias © iones por

la g ibilidad de presentar interferencia con algunas
moléculas organicas como la hemoglobina y el acido urico, asl como por la posibilidad de que se
forme malonaidehido en el transcurso del procedimiento. Aun tratandose de una prueba
ampliamente utilizada como Indice de peroxidacion (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 peroxidaciéon estudiados, algunos tengan

diferencias al grado de significancia estadistica para un grupo de estancia y otros no. plantea la

r i de cu ionar e! signi

de los resultados obtenidos. En las investigaciones futuras
se habra de tomar en cuenta la posibilidad de modificar el enfoque metodoldgico si se pretende
demostrar que el gradoc de exposicion a la contaminacidon del aire presente en la Ciudad de
México es directamente proporcional al grado de peroxidacion lipidica del suero sangulneo
humano de los individuos expuestos.

En el analisis estadistico realizado se definieron las variables como numéricas y

continuas, por lo que se procedid a realizar un contraste ya 1as hi

de trabajo referentes a las variables estudiadas (Que existen diferencias entre los resultados en el
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caso de la hipotesis alternativa). Cuando los supuestos para las pruebas estadisticas utilizadas
se cumplieron, es decir, el caso de la normalidad y la varianza, se utizaron las pruebas
parameétricas “t" de student y el analisis de varianza En el caso contrario, se recurrié a las
técnicas alternativas no parameétricas de Mann-Witney y Kruskal Wallis. La justificacion de su uso
radica en que, respecto a un criterio matematico de eficiencia estadistica, las pruebas no
parameétricas son al menos iguales o superiores a las parametricas. En realidad se podria
esperar a priori resultados similares entre las pruebas parameétricas y no parametricas si
tomamos en cuenta que para 25 muestras aleatorias e independientes, una prueba parametrica
como "t" de Student, no se ve afectada relativamente por infracciones a los supuestos de
normalhdad y varianza de la distribucién (Edwards, 1973). En términos generales. las pruebas de
ANOVA y su contraparte no parameétrica son pruebas mas exigentes, es decir, mas eficientes
desde el punto de vista estadistico. Esta debe ser la causa de la diferencia en los resultados
entre las dos pruebas no paramétricas utiizadas en el caso de superéxido dismutasa entre los
grupos Ay B. La eficiencia de una prueba estadistica se asocia a !a probabilidad de que rechace
la hipdtesis nula cuando ésta sea realmente falsa, es decir, la eficiencia es 1 menos ia
probabiiidad de cometer un error tipo H, o sea 1-f} (Bradley, 1968). Esto significa que, tomando en

cuenta la eficiencia estadistica de las pruebas empleadas en el presente estudio, no debe existir

diferencia significativa para el caso de !a superdxido dismutasa para un vivel de significancia de

5%.
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ESTA TESIS N8 DEBE
SALIR BE LA BIBLIBTECA

Vii. CONCLUSIONES.

1. Existe una relacién entre la exposicion de grupos de individuos sanos, no fumadores,
a la contaminacidén ambiental prevaleciente en la Ciudad de México y cambios bioquimicos en el

suero sanguineo proveniente de su sangre. Dichos cambios se encontraron en los niveles de dos
productos de peroxi idn cuar

. Estos mismos cambios se encontraron en los individuos
fumadores. Sin embargo, no es posible asegurar en forma definitiva que existe una relacion
proporcional entre el tiempo de exposicion a la contaminacion prevaleciente en la Ciudad de

Meéxico y los niveles altos de productos de peroxidacion medidos con las técnicas descritas.

2. Se detectan diferencias significativas al comparar la capacidad antioxidante del suero
en un grupo de individuos con mas de veinte afos de vivir en la Ciudad de México al ser

comparadas con un grupo control. También se encontraron diferencias en este parametro al

comparar individuos fumadores y no fumadores.
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Abstract

The cupacity of human serum for inhibiting in vitro
the ane lipoper by a
controlled system (ADP/NADPH + H/Fe3') was
ted, A 1 of 8 nimol of malon-

dialdehyde was produced in 20 min in rat lver
microsomes (1.5 m uf protein) after exposure to an
lipoper Addition of 106
ul (13.89 mg nfproleln) of human scrum decreased
nearly 50%. An
Increase of 25.570% of the inhibitory capacity of

with 400 mg of vitumin E and 1 g of vitamin C/daily
for 2 weeks. Their serum inhibitary capacity
increased in 12% (p <0.05). The serum inhibitory
cuapacity for microsomul tipoperoxidation is de-
scribed herein, and we propose its utilization as an
index to determine the individual nonspecific
antioxidative defenses against free radical injury
and lipoperoxidation in relation to expasure to air
pollutants, tobacco smoke, and several acute and
chronicdiseases, including the hypoxia-reperfusion
(Arch Afed Res 1995; 26:169).

Serum was obtained by the in visro wddition of 10 ul/
mlof E. Ten s were

Serum p

KEY WORDS: Antioxidants; Vitamin E; Vitamin C: NADPH

Introduction

primary products known as lipid hydmpcrcxidc 3
(cummnnly termed hp:d peroxides) and a variety of
. including

The furm.umn of highly reactive, oxygen-
S 1% 4 normal of a variety

of uscnu.nl biochemical reactions (1). I a reactive
molecule contains one or more unpaired electrons, the
molecule is termed a free radica) (2). Prime targets for
free radical reactions are the unsaturated bonds in
membrane lipids, involving oxidative conversion ta
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aldchydc< andethers (3). Conscquent peroxidation results
in a loss in membrane fluidity and receptor alignment
and potentially in cellular lysis (5). Free radical damage
to sulfur-containing enzymes uand other proteins
culminat n inactivation, cross-linking, and
denaturation. Nucleic acids can be attucked: subsequent
damage 1o the DNA can cause mutations that may be
car ic. Oxidative d; to carbohydrates can

alter any of the cellular receg i

functions
those associated with hormonal and neurotransmitter
responscs (6).

Defenses against free radicul damage include a varicty
of moleccules with different propertics and chemical
structure: only three essential nutrients can directly
scavenge free radicals. Vitamin E (a-tocophcerol), the
169




HUMAN SERUM VS. INDUCED PEROXIDATION

Tuble 1

Serum Inhibitory Capacity (5.1.C.) unit Vitamin C und E Concentration Before und After 15 Days of

n E (400 myg) and Vitemin C (1000 mg) Duily Ingestion

Group v(.::;:::)s (:::Inl'a;‘ ni) s('lk?

Before 11.40 2.3 0.70 2 050 4714253

Afer 1594 £ 1.5% 1.53 = 0.53° 54322217
Note: o = 10; values are mean = SD.

*Hefate vs. aficr p <0.01
*Before vs. ufter p <0.08.

controlled system (ADP/NADPH + H*/Fe3*)as described
by Wills (15), was used, The reaction was carricd out at
different times, wtilizing the following reaction mixture:
nicotinamide 20 mM. KCIl 80 mM DP 2 mM, FeCl,
0.12 mM and NADPH 0.4 mM (Sigma Chemical Co.)
16) and an aliguot containing §.5 mg of micr

however, the increase of the lipoperoxide production

continucd for 20 min; the control slope (no cominuous

line) represents the normal in vitre lipoperoxidation of

microsomal membranes. Figure 2 shows the ctfect of

dlllcn‘.nl\crun\dllquol\(ubc a) on the lipoperoxidative
13

1 the reactants were dil 1in | sphate
buffer 20 mM pH 7.0, at room temperature. The reaction
wus stopped by the addition of 500 p! of trichloroacetic
d (3596). One miltiliter of the TBA solution (375 myg/
l()U mlin HC1 0.2 N) was added, and heated in a boiling
water bath tfor 15 min, The tubes were cooled and the
absorbances measured at 535 nm (17). As standard,

3

i as done in
presence of diffesent uliqunts of human scrum. the
inhibitory capacity was expressed as percent.

Vitamin C. The concentration of ascorbic acid in the
serum was measured according to the phmphmun,_,u.m.
ynl'quw (18). The \.lnlplt_ reaction (2 ml) with
¥ acid is within 30 min
and the absorbance at 700 am is read against a bl
constituted with distilled water. L-ascorbic acid (Merck,
Darmstadt) was used as standard.

Vitamin E. Free tocopherol in the serum was
with the use of ultraviolet fluorometry, according m the
micromethod of Hansen and Warwick (19). The
tocophcrols are extracted from serum with hexane after
precipitation of proteins with ethanol. Free tocopherol is
cxposed to ultraviolet light (295 nm) and the induced
fluorescence is measured at 340 nm. Licke standard DL-
« tocopherol (Mcrek, Damstadt) was used.

Student’sttestfor paired samples was used for analysis
of the resulis,

Results
Figure | shows the different lipoperoxidative capacity
of the system ADP/NADPH + H*/Fe3* inrelationtotime

with ros - The 5 nmol of malondial-
dchyde measured was uhl.nm.d At S minof i

SYSICm ass to obtain ncarly 100%
inhibition when 46.3 mg of protein used (400 pl of
serum). Cnanuunuy,il is nccessary toadd 13 mg serum
protein, in order to obtain 50% lnhlbluun of the induced
microsomal lipoperoxidati mg of
microsomal membrancs. An increase of the inhibitory
effects on lipoperoxidation duc o the in virro addition to
the reaction mixture of vitamin E (0.5 - 10 pl/ml) was
added. The oral administration for 2 weeks of vitamin B
und C to the volunteers increased significantly (p <0.05)
their serum inhiibitory capacity for lipoperoxidation, At
the same time the levels of vitamins in serum increased
significantly (p <0.01) as well (Tablce 1).

Discussion

Highly rcactive molecules called free radic:
use damage by reacting with polyunsaturited ty
ids in cellular membrancs, nucicotides in the DNA,
wrbohydrates and critical sulfhydry) bonds in proteins

can

originate endogepously for naormal met.
(1) or exog y ax components of lob

pollutants,

and air
and indircctly through the metabolism of
cenain solvents, dmgs and pesticides as well as through
exposure to radiation (6).

There is some evidence that free radics

s contribuic 10
the etinlogy of many acute and chronic health problems
such as those presented after cardiac surgery (20), in the
sul ischemic heart (”l). and mesenieric small
2). s . far and inflam-
matory dl\-..l\cs. C.\I..\r..h.! and cancer (16).

The human scrum has cnzymatic and non-cnzymatic
mechanisms of defense against free radical damage and
contains numerous active molecules that are able to
inhibit free radicals. 1t is important to note that the
antioxidant cnzymes are primarily m|r.lu."ular and lhu<

acellular free radicals, cither

y p
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Abstract
The capucity of human serum for inhibiting in vitre
the membranc lipoperoxidation induced hy o
controlled system (ADP/NADPIL + H'/Fed') was
A ation of 8 nmol of m
dinldehyde was produced in 20 min in rat liver
micrnsomes (1.5 my of protein) after exposure 1o an
induced lipoperoxidation mixture. Addition of 100
HI(13.89 mg nfpruu-ln) of human serum decreased
jon nearly S0%. An
increase of 25.97% uf the inhibitory cupacity of
serum was obtained by the in vitro addition of 10 pl/

with 400 mg of vitamin E and 1 g of vitamin C/daily
for 2 weeks. Their serum inhibitory capacity
increused in 12% (p <0.05). The serum inhibitory
capacity for microsomal lipoperoxidation is de-
scribed herein, and we propaose its utilization as an
index to determine the individual nonspecific
free radical injury
in 0 « to air
pollutants, tobacco smuke, and several acute and
chronlc diseases, including the hy poxia-reperfusion

and lipoper

miof vitumin E. Ten s were
XEY WORDS: Antioxidants; Vitamin E; Vitamin C: NADPH

{Arch Med Res 1995; 26:169).

Introduction

The formation of highly reactive, oxygen-

1 Serum

primary products known as lipid hydroperoxide (3)
(commnnly lcrm:d hp:d peroxides) and a variety of

molecular specics is a4 normal consequence of a varicty
of essential biochemical reactions (1), If reactive
molecule cantains one of more unpaircd glcclruns the
molecule is termed i free radical (2). anc targets for
free radicul are the ated bonds in
membrane lipids, involving oxidative conversion to

Cormespondence to:

Dr. Junn Jusé Ticks. Unidad de Meédic

1tospital de Especialidades, cxw su.l..\xl MSS, 0 Box 12 RES,
Mérica, I).F.

“This manuseript will be included in a thesis toobtain the M_S¢_degree,
Facullad de Ciencias, Universidad Nacional Autonoma de México
(RMN).

alcohols,

a!dchydm and cthers (4). Consequent peroxidation results
in a loss in membrane fuidity and receptor alignment
and potentially in cellular lysis (5). Free radicul damage
to sulfur-containing cnzymes and other proteins
culminates in inactivation, cross-linking, and
denaturation. Nucleic acids can be attacked: subscquent
damage to the DNA can cause mutations that may be
carcinogenic. Oxidative damage to carbohydrates can
alter any of the cellular receptor functions including
those associated with hormonal and ncurotransmiticr
responscs (6).

Defenses against free radical damage include a varicty
of molccules with different propertics and chemical
structuse: only threc esseatiad outricnts can directly
scavenge free radicals. Vitamin E (a-tocopherol). the
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Figure t. (- malundlaldehyde tormanon in the NADPH-

n the dotted line (Q).

conirol minus NADPH or ADP Microsomat protein 1.5 mg/mi;

NADPH 0.4 mM. The data are expressed as mean = SD from

six experiments.

major lipid-sotuble antioxidant present in all cellular
membranes protects against lipid peroxidation (7).
Vitamin E canact dircetly with a icty of oxy-radicals,
including the peroxy radical (ROO'), CCl, and OH- (8),
s well as with the anion superoxide (O,)(9), Tocopherol
i also react directly with singlet oxygen. Vitamin C
(axcorbic acid) is water soluble and, along with vitamin
E, can quench free radicals as wely inglet oxygen.
Ascorhic acid has been shown 10 react directly with
supcroxide (10), hydrnxyl mdnc.lls and singlet oxygen.
Ascorbicacid also antioxidant
form of vitamin E. Since 1984 it h.n. been shown that B-
carotene, a pipment found in all plants, is the most
efficiecntquencher of singlet oxygen knowain naturcand
canalso function as anantioxidant (11). B-carotenc isthe
major carotenoid precursor of vitamin A, Vitamin A,
however, cannot quench singlet oxygen .md has a very
limited capacity to s free radic; 1
among other serum antioxidants are glutathione, uric
acid, bilirubin and several metalioenzymes (glutathione
peroxidase, xide ¢ Y (12).
The present study (lC\Lrlbt.s the in! ory cupacity of
Ihu human scrum in urdn.r 1o diminish or abolish the
i NADPH-d 1 lipoperoxi-
datian in virro; this capacity mlghl be related with the
dlll‘crcm .muu)ud;ml molecules present in the serum.
. we Jicd the action of vi insEand C
ndlnlnlslcrud to a group of voluntcers, measuring the
antioxidant capacity 2 weeks after the ingestion of the
vitamins.

Mate

als and Methods

Sera. Fresh, whole blood (7 ml) was obtained by
venipuncturce from ten adult volunteers, aged 25 - 35

HICKS, MEDINA-NAVARRO

P

Figure 2. Difterent amounts of human serum on the induced
NADPH-dependent microsomal lipoperoxidation. (+), percent
of i (0% of inhib ns the

Wl‘houl serum addmon) (@), malunaldehyde production (8.09
addmon) Mrcrosomal protein 1.5 mg/mi, NADPH 0.4 mh.
incubation time 60 min. The dala are expressed as mean from
six experiments.

ycurs, All subjects completed medicat histories and were
free of any acute or chronic diseases: the scrum vitamin
concentration and the inhibitory capacity of the seann
for in vitro induccd lipoperoxidation was moeasurcd
betore (control) and after the oral administration of 300
mg of vitamin E (di-a-tocopherol, Scarle de Mé
and 1 g of vitumin C (Roche Laboratoriesy; daily for 2
wee Scrum was obtained by centrifugation
immediately after the blood was drawn: ali L 25
to 300 pul were utitized for .mllu)ud.anl cupacity, 2 ml for
vitamin Cand 100 pl for vitamin S

by Lowry's mcthod as reference parameter (13).

Inhibitory Capacity of the Serum. Adult Wistar rats
were sacrificed by cervical dislocation and the liver was
reperfused with NaCl 0.15 M, removed and weighed.
The hepatic tissue was homogenized in 0.25 M sucrose
insuchaway toprepase a 50% homogen
1 part ). The h was placed in
centrifuge abce, and an egual \'nlul‘nc ot 0.34 M sucrose
was laycred underncath. The discontinuous gradient
thus formed was centrituged for 10 min m 700 x g. The
residue (erude nuclei) was climinated, and the supernatant
was centrifuged for 10 min at 15,000 g. The precipitate
(crude mitochondrial fraction) was not used, and the
supernatant was centrituged at 105.000 ¢ tor 60 min. The
precipitate (crude microsomal fraction) (14) was
resuspended in KC 125 mb (1 mil of solution/y of liver
utilized)and proteinconcentration measured. Analiguot

1.5 mg of mi 1 protein, present in a
volume ncarly 100 ul (15 mg/ml), was utilized as a
substrate for lipopcroxidation, measured by the
thiobarbituric acid assay (TBA-rcactive material). In
order to induce lipoperoxi ton on microsomal
membrand the etfect of tree radicals produced by a




HUMAN SERUM VS. INDUCED PEROXIDATION

Tuble 1
Serum Inhibitory Capacity ($.1.C.) and Vilamin C and E Concentration Before und After 15 Days of
¥ Vitmin & (400 mg) and Vitamin C (1000 mg) Daily tngestion

Vitamin E Vitamin C $.1.C.
Group (ug/mby UngZ100 ml) %)
Before 1140223 0.70 2 0.50 4714253
After 1574 £ 1.5° 1.83 = 0.53¢ 53.32=2.1%

Note: n = 10; values are inean = SD.
“Before vs. after p <0.01.
*Before vs. after p <0.05.

controlled system (ADP/NADPH + }H*/Fe3*)as described
by Wills (15), was used. The reaction was carried out at
different times, utilizing the following reaction mixture:
nicotinamide 20 mM. KC! 80 mM, ADP 2 mM, FeCl,
0.12 mM and NADPH 0.4 mM (Sigma Chemical Co.)
{16) and an aliquot containing 1.5 mg of microsomal
protein. All the reactants were diluted in phosphate
buffer 20 mM pH 7.0, at room temperature. The reaction
was stopped by the addition of 500 ul of trichloroacetic
acid (35%). Onc milliliter of the TBA solution (375 my/
100 mt in HCI 0.2 N) was added, and heated in a boiling
watee bath for §5 min. The tubes were cooled and the
absorbances measured at S35 nm (17). As stundard,
3.3-tetramethoxypropano (Sigma Chenr 3
used. When the lipoperoxidation in vitro was done in
presence of different aliquots of human serum, the
inhibitory capacity was cxpressed as pereent.

of ascorbic acid in the
ccording to the phosphotungstate
acidz y of Kyaw (18). The sampie reaction (2 ml) with
the ph i acid is i within 20 min
and the absorbance at 700 nm is read against a blank
constituted with distilled watcer. L-ascorbic acid (Merck.
Darmstadt) was used as standard.

Vi in C. The
serum wits measured a

Vitamin E. Free tocopherol in the serum was assayed
with the usc of ultraviolet fluorometry, according to the
micromethod of Hansen and Warwick (19). The
tocopherols arc extracted from serum with hexane after
precipitation of proteins with ethanol. Free tocopherol is
cexposed to ultraviolet light (295 nm) and the induced
fluorcscence is measured at 340 nm. Licke standard DL~
e tocopherol (Mcerck, Damstadt) was used.

Student’sttest for paired samples was used foranalys
of the results.

Resalts

Figurc | shows the different lipoperoxidative capacity
of the system ADP/NADPH + H/Fe3® inrelation totime
interaction with microsomes. The 5 nmol of malon
dchyde mcasured was obtained at 5 min of interactiol

however, the increasce of the lipoperoxide production
continued for 20 min; the control slope (RO continuous
line) represents the normal in vitro lipoperoxidation of
micrasommal membranes. ure 2 shows the ctfeet of
different serum aliquots Gabcissa) onthe lipoperoxidative
system assayed. 12 is possible to obtain nearly 100%
inhibition when 346.3 mg of protein is used (300 pt of
serum). Consequently,itis necessury toudd 13 mgscrum
protein, in order to obtain 50% inhibition of the induced
microsomal lipoperoxidation, uatilizing 1.5 mg of
microsomal membranes. An increase of the inhibitory
effects or Iipopunxid.nu-n duce to the in vitro addition to
lhu n.aumn mlxlun_ ul vn.unm E (()5 - 10 ul/ml) wils

and C ln th \ulunlgkr
their serum inhibitory capac

the same time the levels of vitamins in serum increased
significantly (p <0.01) us well (Table 1).

Discussion
Highly reactive lnnlcculcs called free radicals can
cause y e r with poly & ated fatty

acids in cellular membranes, nuclcotides in the DNA,
carbohydrates and critical sulthydryl bonds in proteins
including some important ecnzymes (2). Free radicalscan
originate endogenously for normal metabolic functions
(1) or exc ly as comp of tobacco and air
pollutants, and indirectly through the mctabolism of
certain solvents, drugs and pesticides as well as through
exposure to radiation (63.

There is some evidenee that free radicals contribute to
the etiology of many acule and chronic health problems
such as those presented after cardiag surgery (20), in the
reperfuscd ischemic heart (21), and mesenteric small
bowel (22), emphysers cardiovascular and inflam-
matory discases, cataracts and cancer (16).

The human serum has enzymatic and non-cnzymatic
mechanisms of defense against free radical damage and
contains numeroy molccules that are .mlc 1o
inhibit frec ra s tmportant to note that the
antioxidant cnzymes are primarily intracellutar and thus
extracellular free als, either Iy produced
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or from the env: must be ina «d by the
circulating antioxidants such as the vitamins (E, C) as
well as other like i uric acid or
bilirubin (16). In this paper we show in human serum the
total or nonspecific inhibitory capacity against
lipoperoxidation. The inhibitory capacity of the serum
increases significantly after 2 weeks of vitamin E
ndmmmlmn (Table l). And thc nddl on in the system of

th ity as well (not
shown). Wc proposc uuhzmg lOOpl (13 mg) ol'humnn

»
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bic acid with de anion
oxiduse system. Biochem
3

i M. Oxidation of
by the
Biophys Res Commun 1975; 63.46!

. Burton GW, Ingold KV. Beta-carolene: an unusual type of fipid
69.

antioxidant. Science §98; 24.

. Machlin LY, Bendich A. Free radical tissue damage: protective

role of antioxidant nutrients. FASEB J 1987, 7:441.

. Lowry O. Rosembrough PR, Farr AJ, Randall RJ. Proicin

with the folin-ph 1 reagent. J Biol Chem 195);

193:265.

. Hernandes O, Aznar R, tlicks JJ. Ballesticros LM, Rosado AL

distribution of trace metals in the normal and in the

serum (Figure 1) for 60 min of i

1.5 mg of microsomal protein/ml and lhc NADPH-

dependent lipid peroxidation ;ysu:mA
The relative contri of the

for the protective effect of serum vs. hpopcrux:d.mon is

not weil known (23,24) and consequently the problem

remains upen to new cxperimental options.
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Abstract .
The action of air pollutants, through their
*

(1 - 8 duys); and a 1hird group (C) (24) who had

(O, NO,, oke) are

of causing dumoge due 10 their lipoperaxidative

y resided in Mexico City. Serum was
lll)lullll‘d from fresh whole bleod. Superoxide

prup«.rlh:s or, indircctly, by i pr of
freg AS of ]
proces\ks. the ozone levels in the e of

(SOD) activity and thiobarbituric acid-
renctive materials were higher in group B while

Mexico City are genvrally higher Gmean of 0325
ppm; period between 1987 - 1992) and may be
har to health. Sixty two

ids and the serum inhibitory capacity (for
lipeperoxidation) was higher in group C. The acute
exposure to pollutants in ;_rnup Il apparently may

[{
doctors), aped 27 - 32 years, were divided into three
groups. Group A was composed of those persons
(17) who hod never lived in Mexico City; a second
group (B) (21) had recently arrived in Mexice Clly

have SOD as an and
was fesponsible for the increased level of TBA
reactive material. In group C, thesignificant linding
is better antioxidative defenses and slightly higher

KEY Air Free i Ly

chr (Arcls Med Res 1996; 27:145)

Introduction

Among the various ways to injure and kill celis. there
is an impornant class of rcactions dependent on the
production of free radical intermediates which triggeran
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cexpanding nctwork ofdnsmrhanccs . Exlcnslvc studies
with model sys s and with bial 1 matcrials in
vitrohave clc-lrly shownthatoxygenreactive free radiculs
can causc tissuc damage by reacting with carbohydrates,
polyunsaturated falty acids in cellular membranes, DNA-
.md cnuc.ﬂ sull‘hydryl honds in prolcln> (2).Oxygen free
from normal metabolic

3) orcx ly as of
smoke and air pollutants and mdm:x:lly lhmugh the
of certain sol 1s, drugs, and (4
Llpld peroxidation has been said to be of basic
imponance in aging in damage to cclls by air poliution,
insome phascs of atherosclerosis und in oxygen toxicity.
1tis gencrally regarded as being involvedinthe formation
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ofag lated lipofu smcnts that laeinthe
cells of certain organs cxhibit a characteristic
fluorescence spectrum with @ maximum at around 460
nm (5).

Rearrangement lipid peroxidation proc involves
several steps: the formation and propagation of radicals,
the uptake of oxygen, a recarrangement of the double

bonds ingin the for jonaf j diences (6)
in lipids. fucing a varicty of breakdown
products, including llu:hnh kctones, aldchydes and

cthers (7). The peroxidation of linoleic acid alone results
in the formation of at least 20 degradation products.

In biologic materials, the malanaldehydesexistin their
free form and as a complex with various tissue
constituents. It has alsobeen identified aamong the products
of the oxidative decomposition of amino acids, complex
carbohydrates, pentosces, and hexoses forined in the
presence of a metal catalys 1 product of free radicals
generated in vive (6). However, peroxidation of fatty
acids with threc or more double honds (notably
arachidonic acid) is believed to be its major source ().

Air pollution cmissions from all types and sources (8)
including particulites in air such as dust, smoke, and
acrosols may have both acute and long-term heatth and
cnvironmental effects. These effects runge from eye and
throat irritation and reduced resistance to infection, 1o
chronic respiratory di {9). The health hazard of
ozone, the principal oxidant air

1UCKS, MEDINA, GUZMAN, WACHER, LIFSIITZ

and antioxidant forces which the former dominales
may be broadly defined asoxidative stress of which lipid
peroxidation is one important manifestation (17). In this
paper we evaluated the effecets of air pollution in Mexico
City on scrum lipopcroxides and supceroxide dismutase
(SOD) activity on three groups of medical doctors. One
zroup was composed of those persons who had never
lived in McleD Clly. another group. of new arrivals and
a third by per r J

Materials and Methods

Fresh, whole blood was uhl.uncd by vcmpunclurc
from 62 adult vo) ¢ $), aged 27 - 32
years. All subjects Cnluplclcd mc historics and were
tree of any acute or chronic dis nd were non-
smokers. Their cating habits (hospital dining rooan) and
time of academic activities were similar. For the study
we designed three groups. one (17) composed of
volunteers who had never lived in Mexico City (group
A): a second (21) composed of those persons who had
recently movedtothe city (8 days) (proup B), and athird
group (23) that has permancntly resided in Mexico City
(group C). Groups B and C were permancently exposed to
the highest contaminated zones by ozane in Mexico City
(downtown and southcast). Group A was Lnn\ldurcd
exposcd 1o a ation of 1in
the s mast f city of Mcxico (Monterrey).

iry

smog, has been well documented (10). One of its toxic
cffccts has been attributed 1o its oxidative nature and
more specifically to the initiation of lipid peroxidation
(11) of polyunsaturated fatty acids, especially Cy,, and
Ca;6. This process is u feature of many types of cell injury
(12). Pretiminary studics of the photochemical process
in the air pollution of Mexico City have demonstrated
that the ozonc levels incre d between 1978 and 1985,
A recent report indicates that the annual nuximum mean
concentration of ozone was 0.325 ppm for the period
between 1987 - 1992 (5). The Mexican Pollutant Standard
Index (IMECA: Indice Mectropolitano de Calidad del
Aire), similar to the National Ambicnt Air Quality
Standard (NAAQS), considered the limited point 0.11
ppm for 1 h, one day of the year. During 1991, 1thc 0.11
ppm was above 1200 timcs (13) in Mcxico City. At
present. the limitation point is exceeded almost daily.

Antioxidant defenses against oxygen free r
damage include tocopherol (vitamin E), ascorbic
(vitamin C). B-carotene, glutathione. uric acid, h:l:ru
(4) and scveral ymes including
peroxidase (E.C.1.11.1.9) (sclenium) (14), catalase (iron)
(15) and superoxide dismutasce (E.C.1.15.1.1) (copper.
zinc, mangancse) (16).

Bascd on the growing intcrest in oxygen free radicad
effects and the lack of effective information related to the
intcraction between air pollution and health problems
and their relation to any imbalance between prooxidiant

Alnlusplurlc Monitoring. For group C, the mean of
24 official reports (cach hour) d. since March 1988 to
the same month in 1994 was considered (0.152 = 0.021
ppm) and compared with the mean for the first week of
Muarch 1993 for group B (0.140 = 0.036 ppm). The
pollution reported during the last 5 ycars for the city of
Monterrey {group A) was considered as a control (0.029
= 0.009 ppm). The official reports were done for the
A3 of the cenv E ic
pollution detectors (government of the respective cities).

Samples and Determinations. After an overnight
fast, blood (10 mb was drawn into cvacuated sterile
containcrs. Scrum was obtained by centrifugation
immediately after the blood formed clots. An aliquot of
100 p? was utilized tor superoxide dismutase
(E.C.1.15.1.1) (SOD), scrum |nluh|lory [ ity (S1C),
cnn)u;, ated dienes and cid reactive

forthe chrg ion250plof
serum was used.

Superoxide dismutase assay. Xanthine-xanthine
oxidase system was utilized to gencrate o supcroxide
flux which 1 nitroblue N (NBT) to give
bluc formuazan (18). The NBT reduction without samples
was used a 100% radical production. With senum
sample, the rate of NBT reduction will be inhibited




AIR POLLUTANTS AND FREE RADICALS

Tuble 1

Products of Peroxidation in Relution to the Residence Titme in Mexico City
Group A Group B Group ©
n=17) (n=21) (n = 24)
;’:::mg‘x‘flo':‘""‘:‘f,:l‘:‘) maneria) 459207 610213 438 =18
Conjugated dicnes (umoling. Prot) 586 11 5262 1.1 571213
Chromolipids (% fuorescence) 3028 2 4.5 3000+ 5.0 35.58 = 2.9°

5 <0.01 when compared wih groups A and C.
*p» <0.05 when compared with groups A and B.

Table 2

X £SD.
Superoxide Dismutase Activity and Inhibitory Capacity of Humasn Blood Serum in Relation 10 the Residence Time in Mexico City
Group A Group B Group ©
(n=i17) (=21 (n=23;
Superoxide dismutase .
(mUfmyg. Prot.) B0.00 = 19.74 109.6 2499 74.7 = 35.7
""‘"‘"“" capacity of the seram 5191229 535230 s5.R3232

*p <0.05 when compared with groups A and C.
p <0.05 when campared with group A.
X = 8D,

inversely to the SOD amount. A unit of superoxide
dismutase activity is defined as the amount of protein
necessary to inhibit 50% of the reaction under specific

conditions.

Scrum inhibitory capaciry (SIC). This technique
mecasured the activity of human scrum to inhibit in vitro
microsomal rat liver membrane lipoperoxidation (19).
In osder to induce lipopcroxidation on microsomal
membrancs, the cffect of free radicals produced by a
controlled system (ADP/NADPH + H*/Fe'*), as described
by Wills (1969) (20) was uscd. The reaction mixture
consisted of nicotinamide 20 mM, KCJ 80 mM, ADP 2
mM, FeCl, 0.12 mM, NADPH 0.4 mM and an aliquot
mg of mi 1 protcin. An aliquot of
100 ! al‘scrum was uscd for the assay. All the reactants
were diluted in phosphate buffer 20 mM (pH 7.0), at
28°C. The reuction was stopped by the addition of 500 ut
trichloroacetic acid 35%. One milliliter of the
thiobarbituric acid solution (375mg (100 ml) in HCI 0.2
N) was added. and hecated in a boiling bath for 15 min.
The tubes were cooled .md the absorbance measured at
535 nm. As a dard, | cthoxyproy
was uscd. The inhibitory capacity was cxpressed as
percent.Protein wasutilizedasareference paramceter (21).

Lipoperoxide Determination
Fluorcrcmu cliromolipids. The amount of the lipid
per derived fT chri lipids in scrum

(22). Serum

WS assay
samples (250 pl) were wuhdmwn intlo 1.875 ml of

chloroform/mcthanal (2:1) and centrifuged ot 5000 x g
for 5 min. After centrifugation, 0.625 ml of chloroform
and 0.625 ml of water were added 10 the supernatanl. A
1 mi samplc was taken from the chloroform layer and
mixed withQ.1 mlof [} The N Ly
of this solution was iatan i ! h
of 360 nm and an cmis

ion w.:vdcnglh of 430 nm by
using quinine sulfate (0.1 pg/ml) in 0.05 M H,SO, as a
standard.

Dienc conjugation. Lipids extracted from serum
samples (100 ul) by chloroformvmethanol (2:1). dried
under nitrogen atmosphere and then redissolved in
cyclohexane were analyzed spectrophotometrically (at
232 mmn) as described by Corongiu (23). Extinction
cocfficient of 27,000 (M- cm*') was used.

Thiobarbituric acid assay (TBA-rcactive material).
To the 100 pl serum sample, 200 pl H, SO, 0.66 M and
Na, WO, 0.3 M were added. After centrifugation (1000
£/10 min) and addition of 1 m! (0.375%) thiobarbituric
acid, the mixture was boiled for 15 min. After coaling,
0.5 m! HCI was added and absorbance read at 535 nm
(24). As a standard, 1,1,3.3-tetramcthoxypropanc
(MALONALDEHYDE bis (DIMETHYL ACETAL)
(Sigma) was used. Student t tcst was the statistical
method used to analyze the resulls.
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Results

The scrum levcls of thiobarbituric acid-reactive
malcrial, measured as nanomoles of lh-llondiqldchydt..
were significantly greater (p <0.01) in group B llnn in

the

JINCKS. MEDINA. GUZMAN, WACIIER, LIFSIITZ

The ozonc molecule can oxidize targer molecules
directly or generate free radicals with a capacity to
abstract hydrogen from polyunsuturated fatly acids in
cell imembranes and form lipid peroxides (31). In the
present manuscript we report an increasce in the

groups A and C (Table 1). In
cfchrnnlollpld; werchigherinthe scmmnrl,roupC|

jon of products of peroxidation (TBA reactive
in group B and chromelipids in group C),

in groups A and B (p <0.05). There were no

pp 1y ofuasevere grade of exposurc

significant differences between the concel
con_;ug.m:ddu_ncv.xluu\foundmxhc tudy proups (Table

were higher in group B (p <0 0s) with little expuosure to
Mexico City atmosphere than in groups A and C (Tuble
2). In contrast to SOD, the serum inhibitlory capacity
(S1C) was greater inindividuals with at least 20 years of
exposure 1o Mexico City polluted air (group C) (p <0.05
when compared with group A).

Discussion

available within the

The range of antioxidant defenses
cell and extraceliularly \hvuhl be adequate to protect
oxidative d; er, the b can be

lost becautse ul‘n\uproducuou of oxygen free radicals,
by cxpasure to sources that overwhelin the antioxidant
or by an inadey ke of nutrients thant
contribute to the defense system (2). The pollutant
contamination of the air of Mexico City (25) contains
high concentrations of ozone (12,26) (the principal
oxidant air pollutant of photochemical smog) which
causes lung damage (11), increases peroxidation of lung
lipids (27) and raises lung glutathione peroxidase activity
(GP) presumably inresponsc toanelevated concentration
of hydroperoxides in the lung (11). Free radicals may be
lnvolvcdmo:nm.mnuly..mdum uently, thedefense

a
o ic pollulums,

From the results presented in Table 1 it is possible to

uh\l.rvclh.ll there are nudn1cumcsamon“,rnup~ when

i dienc rations were measurcd. This
finding may be the consequence of the lesser scasitivity
and specificity of the method used.

Lipid pun)‘xd.ulun has been szid to be of basic
n aging in dimaged cells by air pullulinn n
some phases of atheroselerosis and in oxygen toxicity. It
is generally regarded as being involved in the formation
of aging lipofucsin pigments that accuwmulate in the celis
of certain organs with age. and exhibit a characteristic
fluorcscence spectrum with a maxinun around 460
am (5).

The chromolipids measured our cxpceriments
demonstrated that group B presented a few more
fluorescent exposure products than group A. The
on was inverse inre on 1o MDA (Table 1).
The chronic exposure to polluted air allowed differences

rclated to the class of lipoperoxidation product formed.
Con\ldcnnb the

wileculiur diversity of the specitic
i i i substrates,
balites), we studicd the serum inhibitory \City to
reduce the induced lipoperoxidation on rat microsomes
in vitre measured as malonaldehyde (MIDA) produced
by the cffect of free ra s generated (ADP/NADPH +
H*/Fc*) uader controlled conditions (19). Group C

againstcell Lamage involvether
of antioxi ant ¢ cnzymes lncllldll\b supcroxide dismutase
and catalase, Increased activity of Cu. Zn SOD and Mn
SOD have been reported to oceur in the rat lung during
exposure to ozone (28,29). The increased activity of
supceroxide dismutase in the subjects of group B (Table
2) might represent an acute antioxidative response to air
polution.

However. althoughitisclearthat O, exposure increiascs
the tor GP and 1 the cvidence is
conclusive that O, is converted to the superoxide
(O *). the \uh\lr.llL rur the SOD; thus. in the presumed
ation ot O, theexplanation
for the hthCrdCllVlly of serum SOD shown for group A
(Tablc 2) is unclear. A possibility is that O, could be
releascd by phagocytic cclls during phagocytosis of
debris from tissue damaged by O, the Oy could then
conceivably induce increased SOD activity. Another
pa y could be related to the induction of SOD by
some ofthe products of lipoperoxidiation or corticosteraoids
(30) relcased as a response 10 oxidative stress (16).

leonoe:

subjoects pr a better inhibitory capacity of their
serum as an antioxida ' defense l’nr lnpop‘_roxxdnunn
than group A It i to that the si

in pgroup B need more time cxpnccd to air pollunon in
order to ubtain an ads in their

of defense. T group responded with an increase of
SOD activity (Table 2).

In conclusion, we found differences in the serum, with
increase of SOD activity, SIC, chromolipids and TBA-
reactive material values when compitring three studied
groups with different exposurc 1o air pollution of Mexico
City.
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