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RESUMEN.

Debido a los problemas gue ocasiona a la salud humana la exposicién a
niveles tan altos de contaminacién atmosférica en la ciudad de México, se realizé
el presente trabajo, para determinar la posible relacidon entre el ozono, como
contaminante fotoquimico principal y el dafio en el material genético de células
humanas sanguineas (leucocitos). Para dicho estudio se realizé6 un muestreo en
una poblacién de jovenes estudiantes de la Facultad de Medicina, con una edad
promedio de 18 afios.

En este tfabajo se utilizé la técnica de electroforesis en células individuales
6 “ensayo comeéta” que puede detectar dafio en el material genético de diferentes
células. Por otro lado se obtuvieron los datos de concentracion de ozono (Oa) a
través de los monitores ubicados en distintas zonas de la ciudad de México
pertenecientes a la red automatica de monitoreo atmosférico (RAMA).

Los resultados mostraron que no existe una relacion directa de dafo entre
el material genético de leucocitos humanos y la concentracidn de ozono entre los
habitantes del Norte de la ciudad comparados con los del Sur, como lo suponia la
hipétesis de trabajo. Sin embargo después agrupar a los individuos que habitan en
la zona Oeste con los habitantes de la zona Este los resultados muestran una
correlacién importante, sugiriendo con esto, que si existe una relacion directa
entre el aumento de la concentracién de ozono con respecto al dafio en el material

genético de células sanguineas en la poblacién estudiada.



INTRODUCCION.

Desde hace siglos el hombre ha resentido los efectos de la contaminacion
en su salud. Los primeros problemas de contaminacion del aire se hicieron notar
desde el Imperio Romano, y en el siglo XiV las autoridades inglesas prohibieron
las fundiciones de plata y armaduras porque se dieron cuenta que contaminaban
el aire. E.n 1895 en la ciudad de Pittsburgh se emitieron ordenanzas para reducir la
cantidad de contaminantes liberados por las fundidoras de acero (Moeller,1992).

Aungue la contaminacion ha estado presente en el ambiente durante varios
siglos, no es sino hasta el presente, en paticular a partir de los afios treinta,
cuando el desarrolio tecnoldgico industrial se incrementa y las ciudades
comienzan a crecer en forma desproporcionada, y se acelera el deterioro del
medio llegando, en estas dos (ltimas décadas, a alcanzar niveles tan altos que
no solamente se ve afectada la naturaleza, sino la misma existencia humana.
Practicamente no hay rio ¢ lago que no se encuentre contaminado por aguas
negras municipales, plaguicidas, aceites, detergentes y en general por una gran
cantidad de desechos que afectan ia pureza de sus aguas y la vida acuatica en
las mismas. |

La degradacién de la calidad del aire en las ciudades, debida a Iav
acumulacidn de gases provenientes de automdviles e industrias, a la materia
putrefacta de la basura y a vapores generados por altas concentraciones urbanas
ha provocado un gran nimero de problemas, no solo de tipo local sino que hay
evidencias de que la composicién de la atmdsfera de la tierra esta siendo

2



modificada a medida que los contamihantes aumentan. Casos especificos de esto
son el calentamiento de la atmosfera terrestre y la disminucién de la capa de
ozono (Mugica y Figueroa, 1996).

El uso de plaguicidas y fertilizantes, Ia descarga de aguas contaminadas
con sustancias téxicas y la disposicion de toneladas de desechos solidos
municipales, industriales y tdxicos, han provocado la deforestacion, la aceleracion
de la erosion, la desertificacion y la inutilizacion de millones de hectareas de tierra
antes cuitivable. |

Todo esto trae como consecuencia una disminucion en la calidad de vida de
los habitantes del planeta. Este deterioro muchas veces no se percibe con
claridad. Los habitantes de las grandes ciudades respiran plomo, hidrocarburos,
particulas y gases, ingieren plaguicidas y otras sustancias quimicas a través de los
alimentos contaminados; sin embargo, el aumento de enfermedades respiratorias,
canceres, dermatitis, y otros padecimientos no se atribuyen directamente a la
contaminacion, ya que son tantas las sustancias involucradas que es muy dificil
separar los efectos de cada una (Suérez, 1991).

El deterioro del medio ha sido cada vez més evidente para los seres
humanos que sufren las consecuencias de ello. Una serie de acontecimientos han
afectado la salud y la vida de poblaciones expuestas a altas concentraciones de
distintos contaminantes en distintas partes del mundo: Minamata, Londres, Bhopal
y Chernobyl; grandes derrames de petrdleo y otras sustancias quimicas en el mar
han provocado una mayor concientizacién del peligro que implica la pérdida del

control sobre la emisidn o derrame de contaminantes (Mugica y Figueroa, 1996).



En términos generales los problemas ambientales relacionados con la
contaminacion se clasifican en: contaminacion del suelo agricola, contaminacion
de cuerpos de agua (rios, lagos y océanos), contaminacién del aire, contaminacion
por desechos sélidos (basura), contaminacién radiactiva, contaminacidn por ruido
y contaminacién térmica. Si bien los temas anteriores son importantes para
desarrollarse, en este trabajo se abordara Unicamente el tema de la

contaminacién del aire y sus efectos en una muestra poblacional humana.

CONTAMINACION DEL AIRE.

El término “Contaminacion atmosférica® se comenzé a utilizar en forma
frecuente en la década de los setenta, por los habitantes de las grandes ciudades,
ya que para entonces se hizo evidente el deterioro en la calidad del aire, como
consecuencia de las actividades productivas concentradas en dichas urbes, del
namero creciente de vehiculos en circulacion, de las emanaciones e incineracion
de toneladas de basura, del uso de sustancias quimicas Y, en gran medida, de los
procesos de produccién de engrgia electrica que requieren estas ciudades para su
funcionamiento (Guerra, 1995). |

El problema de la contaminacion atmosférica no es solamente un problema'
local de cada ciudad, ya que debido a las caracteristicas de movimiento del viento,
los contaminantes en el aire pueden viajar kildbmetros'y trasladar los problemas a

otras localidades del pais e incluso pasar las fronteras de los paises; como fue el
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caso de la contaminacion radioactiva dispersada por varios paises europeos por el
viento.

Dentro de los principales contaminantes atmosféricos tenemos a las
particulas suspendidas totales, al plomo y diversos gases como el mondxido de
carbono, los 6xidos de nitrdgeno, dxidos de azufre, el ozoho y los hidrocarburos

(Seinfeld, 1988).

PARTICULAS SUSPENDIDAS TOTALES.

Se conoce con el nombre de particulas a cualquier material sélido o liquido
en el que los agregados individuales son mayores que una simple molécula, pero
menores a 500 micras (Seinfeld, 1978).

Dentro de este grupo existe una gran variedad de particulas de naturaleza
variada: particulas de origen natural formadas por materiales de los suelos y de
origen bioldgico como: polen, hongos, esporas y microbios. También se cuentan
particulas provenientes ‘de los procesos de combustion (cenizas), las que son
producto de actividades de la industria de la construccién y que resuitan de las
reacciones de los contaminantes como los sulfatos y los nitratos (Moelier, 1992). -
De casi todos los tipos de particulas en la atmosfera, los correspondientes a trazas
de metales conocidos como toxicos, constituyen uno de los riesgos mas altos en la
salud. El cadmio, por ejemplo, esta implicado como causa de enfermedades
cardiovasculares e hipertension e interfiere con el metabolismo del zine y el cobre

{Mugica y Figueroa, 1996).
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PLOMO.

El plomo (Pb) es uno de los contaminantes mas vigilados por su alta
toxicidad sobre el organismo humano. Ei riesgo de intoxicaciones debidas a la
ingestion de este metal, obligo a regular su presencia en envases metalicos para
alimentos y bebidas, pintura, ceramica y alfareria (Mc Connell, 1995).

Urja de las fuentes mas importantes de Pb incluye a [a gasolina ya que éste
se deposita en el ambiente durante su combustion y queda como residuo en el
suelo.

Este metal afecta al sistema nervioso, al tejido sanguineo y también puede
dafiar el desarrollo mental de los nifios, sin embargo sus efectos carcinogeénicos

son controvertidos (OMS, 1992).

GASES.

MONOXIDO DE CARBONO (CO).

El mondxido de carbono es un gas incoloro, inodoro, insipido y se
encuentra en altas concentraciones en la atmosfera.

Este gas se forma por ia incompleta combustion del carbono que
reacciona con el oxigeno o de compuestos que contienen carbono. Esto ocurre

cuando el oxigeno disponible es menor que la cantidad que se requiere para la
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combustidn, en el cual el bidxido de carbono es el producto cuando hay una pobre
mezcla de combustion en el aire (Landis y Yu, 1 995).
La reaccion es: C + 0O —» 2CO

2C0O + 02 —_— 2002

La presencia de este gas esta asociado con el desarrollo industrial de cada
ciudad, sin embargo existen personas con un mayor riesgo de exposicion a éste
contaminante como son las personas que laboran en la fundicién de metales, en
los hornos de coque, agentes de transito vehicular y bomberos.

El efecto fisiologico mas conocido del CO es su interferencia en la
transferencia de! oxigeno. Ello trae como consecuancia la combinacién del gas CO
con la hemoglobina dando como resultado la carboxi-hemoglobina. La exposicién
a concentraciones altas de CO produce dolor de cabeza, disnea, alteracién de la
frecuencia respiratoria, desvanecimientos, ataxia, sincope, ataque apopiéjico y
estado de coma (Segery Welch, 1992).

Ademas el CO se une a ofras proteinas tales como: la mioglobina, la
citocromo ¢ oxidasa y el citocromo P-450. E! monéxido de carbono dificulta la
difusién del oxigeno a la mitocondria, desplazando la curva de disociacién de la
oxihemoglobina hacia la izquierda de tal manera que se dificulta la liberacion de

oxigeno a los tejidos (Landis y Yu, 1995).



OXIDOS DE NITROGENO (NOx).

Son producto de la combustion y precursores del ozono. Una vez en la
atmodsfera pueden reaccionar para formar acidos y sales que contribuyen a la
formacién de !a Huvia acida y a la disminucion de la visibilidad (Landis y Yu, 1995).

Existen seis formas de Oxidos de nitrégeno: Oxido nitroso (N20), oxido
nitrico (NQ), dioxido de nitrégeno (NO; ), tridxido de nitrégeno (N.Oj3), tetradxido
de nitrééeno (N2O,) y pentadxido de nitrégeno (N2Os). -

De los éxidos anteriores el didxido de nitrégeno es el més toxico y ubicuo,
también juega un papel esencial en la produccién de oxidantes fotoquimicos,
absorbe la energia de la luz ultravioleta y se descompone formando NO y oxigeno
atomico. Este oxigeno energizado reacciona con el oxigeno molecular y forma
ozono, e! cual reacciona después con el NO para formar oxigeno molecular y
NO,, terminando de esta manera el ciclo fotolitico del NO, (Landis y Yu, 1995).

ta relativa baja solubilidad de los déxidos de nitrégeno produce irritacion
minima en la mucosa superior respiratoria, siendo el principal sitio de toxicidad
en el tracto inferior respiratorio. El olor de NO; es detectable entre 1 y 3 ppm,
mientras que la irritacién de. la membrana mucosa no ocurre a concentraciones
menores de 13 ppm. Los individuos no familiarizados con el olor de éste gas
pueden tener riesgo de sufrir toxicidad respiratoria. La seriedad de los efectos
clinicos dependen primariamente de ia concentracidn de los éxidos de nitrogeno

inhalados y no de la duracion de la exposicidn. La exposicién a concentraciones



masivas de Oxidos de nitrogeno puede producir muerte repentina debido a
espasmo broncolaringeo ¢ asfixia (Lypsett 1992).

Los estudios epidemioldgicos realizados con NO; bajo techo sobre los eféctos
respiratorios en poblacién humana, se ve incrementada para enfermedades
respiratorias y déficit en la funcion pulmonar. La exposicidn al aire libre de! NO, (la
cual es menor bajo techo) demuestra un efecto de exposicidn cronica. Repetidas
exposiciones a NO, causan dafo en el sistema inmune. EI NO; genera
reacciones que producen radicales libres y es genotdxico in vitro Y

potencialmente carcinogenico o cocarcinogénico (Lypsett 1992).

OXIDOS DE AZUFRE (SOx).

Los dxidos de azufre incluyen tanto al didxido de azufre (SO2) como al tridxido
de azufre (SO3), el SO, es el mas importante como contaminante del aire, este es
un gas incoloro que en altas concentraciones tiene un olor irritante, se difunde
facilmente en el aire, es muy soluble en el agua y forma acido sulfuroso (Hz SO,).
De sus fuentes naturales la principal es la erupcion volcanica. Su presencia en la
atmosfera se debe a la quema de combustibles fosiles que contienen azufre, como
el DIESEL y el combustdleo, utilizados en la industria o por transportes de carga,
también los emite la industria de la fundicién, la de papel y la del petrdleo

(ISGMEEPA, 1992).



El SO, puede reaccionar en forma catalitica o fotoquimica para formar trioxido
de azufre SO;. En el aire, por la presencia de algunos metales como el hierro o

manganeso que actuan como catalizadores se lleva a cabo la siguiente reaccién:

Mn H20, 02
SO- —— SC; —» HSO; —»  H;50,

El mecanismo fotoquimico por el cual el SO, se convierte en 803 depende
mucho de la atmosfera que lo rodea y puede deberse al oxigeno, al ozono y a la
presencia de oxidos de nitrégeno o hidrocarburos. El tridxido de azufre se
disueive en las gotas presentes en la atmdsfera formando el acido sulfuroso, para
despues pasar a acido sulfirico (OMS/OPS, 1982).

El didxido de azufre es rapidamente absorbido en la regidn nasofaringea.
Las personas expuestas a 5 ppm de este gas presentan un aumento en la
frecuencia respiratoria y disminucién en el volumen respiratorio. Se han llevado a
cabo observaciones similares en animales. La exposicién a SO, en seres humanos
altera la manera de respirar, manifestandose como un aumento en la frecuencia y
un descenso del flujo inspiratorio y expiratorio. Se ha demostrado sinergismo y
una elevada resistencia por via respiratoria provocada por SO; y aerosoles de
aguay soluéién salina (Landis y Yu, 1995).

Por su alta solubilidad et SO; es muy irrita_nte para los ojos y tracto superior
respiratorio. Su olor es detectable a 0.5 ppm, mientras que a 6 ppm produce

irritacion instantanea de la mucosa y sus sintomas son lagrimeo, rinorrea, tos,
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sangrado por la nariz, falla en la respiracién y dolor en el pecho. Los sintomas
asociados con SO; en el tracto respiratorio bajo son: bronco-constriccion y
sensacién de asfixia (Lypsett, 1992).

En accidentes industriales de donde se presentd una exposicion elevada a
altas concentraciones de SO;, Charan y Myers (1979), reportaron el caso de dos
trabajadores que murieron en pocos minutos, encontrandose en sus pdlmones una
degradacion extensiva en la mucosa bronquial y broncoquiolar; Galea y cols.,
(1964), reportaron un caso de un empleado en una fabrica de papel quien murié
17 dias después de haberse expuesto durante 15-20 minutos a vapores de SO,
kLypsett, 1992).

Los resultados de algunos estudios en comunidades, resultan algo
sorprendentes porque la exposicién a SO; esta asociada no Unicamente con
sintomas de aumento en la frecuencia respiratoria y decremento en la funcién
pulmonar, sino también con un aumento en la mortaiidad diaria. Tales efectos
aparecen en 24 horas con exposiciones menores a 0.10 ppm. En estas
situaciones el SO, parece ser un indicador de una compleja mezcla de
contaminantes, incluyendo probablemente sulfatos acidos y ofras particulas

(Lypsett 1992).

HIDROCARBURGOS.

Son precursores importantes en la formacion de ozono troposférico.
Como su nombre lo indica, son compuestos constituidos principalmente por

carbono e hidrogeno. Son los componentes principales de combustibles como la
11
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altas concentraciones de SO,, Charan y Myers (1979), reportaron el caso de dos
trabajadores que murieron en pocos minutos, encontrandose en sus pt.;lmones una
degradacién extensiva en la mucosa bronquial y broncoquio!ar; Galea y cols.,
(1964), reportaron un caso de un empleado en una fabrica de pape! quien murié
17 dias después de haberse expuesto durante 15-20 minutos a vapores de SO;
tLypsett, 1992).

Los resultados de algunos estudios en comunidades, resultan algo
sorprendentes porque la exposicién a SO, esta asociada no Unicamente con
sintomas de aumento en la frecuencia respiratoria y decremento en la funcion
pulmonar, sino también con un aumento en la mortaiidad diaria. Tales efectos
aparecen en 24 horas con exposiciones menores a 0.10 ppm. En estas
situaciones el SO; parece ser un indicador de una compleja mezcla de
contaminantes, incluyendo probablemente sulfatos acidos y otras p_articulas

{Lypsett 1992).

HIDROCARBUROS.

Son precursores importantes en la formacion de o0zono troposférico.
Como su nombre lo indica, son compuestos constituidos principalmente por

carbono e hidrégeno. Son los componentes principales de combustibles como la
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gasolina y el petréleo. La gran variedad de hidrocarburos emitidos a la atmésfera
por fuentes naturales y artificiales es tan alta que es muy dificil medirla o estimar el
grado de emision de cada una de ellas (Mugica y Figueroa, 1996).

Entre las fuentes naturales de hidrocarburos tenemos la emision de metano
de pantanos y arrozales y los terpenos provenientes de la vegetacion, como las
mas importantes. De entre las fuentes antropogénicas, las mas importantes son la
combustidn incompleta de las gasolinas y la evaporacior ce la misma, seguida por
las actividades industriales de refinacion y petroquimica y de evaporacion de
productos quimicos utilizados en pinturas, tintorerias y produccion de quimicos.
En general, se ha estimado que la vida media de la mayoria de los hidrocarburos
en la atmésferg es del orden de dias a meses, mientras que la del metano es del
orden de anos (Mugica y Figueroa, 1996).

Con respecto a la salud, los hidrocarburos producen somnolencia, irritacion

de ojos y tos (OMS, 1992).

OZONO (O;).

El ozono es una molécula aitamente reactiva compuesta de tres dtomos de
oxigeno. Es un gas que se encuentra normalmente en la estratosfera protegiendo
a los seres vivos de la radiacion ultravioleta y se encuentra presente en la
troposfera.

El ozono no es un contaminante que se emita directamente a la atmosfera,
sino que se forma en ésta a partir de reacciones muy complejas en las que
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participan los éxidos de nitrdgeno, los hidrocarburos y la radiacidén solar.  El
resultado de todas estas complejas reacciones es la formacion de lo que se
conoce como smog fotoquimico. La palabra smog se deriva de la combinacion de
los vocablos smoke, humo y fog niebla, el termino fotoquimico implica la
participacion de la energia radiante ( hv).

El mecanismo que inicia {a produccion de este smog fotoquimico es la
absorcion de energia por el NO3, lo que ocasiona el rompimiento de la molécula
en Oxido nitrico y oxigeno atdmico. Este Ultimo elemento es muy reactivo e
inestable y reacciona inmediatamente con el oxigeno molecular, para formar
ozono.

hv

NO; ————» NO + O

0+0; ——nu—p O
Normalmente hay un ciclo en el cual el ozono reacciona con e NO y
regresa a la molécula inicial de NO;. Sin embargo, en episodios con altas
concentraciones de ozono el ciclo se rompe, ya que algunos hidrocarburos
reaccionan con el NO impidiendo gue reaccione con el ozono.

O3 + NO — NO; + O

Este grupo de reacciones forma el llamado ciclo fotolitico del 6xido de

nitrégeno, y se representa en el siguiente esguema.
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Figura 1. Ciclo fotolitico de los 6xidos de nitrégeno.

Fuente: Hilborn, 1990.

El smog fotoquimico en la actualidad representa uno de los mayores
problemas de contaminacidon en las grandes ciudades con alto flujo vehicular y
fuerte radiacion como es la ciudad de México, Los Angeles y Nueva York en época
de calor. En los Iuga;’es en donde se ha suprimido el plomo para mejorar el
octanaje de las gasolinas, se ha adicionado una serie de compuestos organicos
que realizan la misma funcién del plomo, pero a su vez intervienen en la formacion
de smog fotoguimico (Mugica y Figueroa, 1996).

El patron de produccion de ozono a partir de didxido de nitrogeno, durante
todo el dia, es caracteristico en las ciudades a horas altas de transito. El NO

comienza a aparecer con ¢l inicio del transito vehicular, al comienzo de la
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radiacion solar el NO se oxida a NQO,, ia concentracion de NO,; comienza a
aumentar y alcanza un maximo cuando se establece un equilibrio entre su
velocidad de formacion de acido nitrico y nitratos organicos. Aproximadamente al
mismo tiempo que se alcanza ese maximo comienza a formarse 0zono, que
alcanza su punto maximo y disminuye a medida que se eleva la concentracion

inicial de NO (Bravo y cols., 1992).

OZONO Y SUS EFECTOS EN LA SALUD.

Tyler y cols.,, (1988), en estudios con primates mostré que existia
modificacion en las vias conductoras del aire y alteracidon en fa mecanica pulmonar
después de exposicidon cronica.

La exposicidn aguda a este contaminante ocasiona inflamacién pulmonar
con aumento en la permeabilidad de las vias aéreas y alteracién de la mecanica
pulmonar, (Lippman 1992).

En un estudio con voluntarios sanos, se notd que el gjercicio aumenta la
dosis de O3 que llega al aparato respiratorio, disminuyendo la funcién pulmonar,
asi como la capacidad fisica y el agravamiento de la sintomatologia respiratoria
con niveles tan bajos como 0.12 ppm, valor arriba de los 100 IMECAS (Lippmann,
1992).

Mc Donnell y cols., (1985) y Avol y cols.,- (1989), concluyeron gue se
requiere de ejercicio intenso y sostenido para provocar disminucidon en los
volumenes y en las capacidades pulmonares en adultos jévenes sanos.
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Rivero y cols., (1993) y Koening y cols., (1987), consideran especialmente
susceptibles a los efectos del ozono a personas asmaticas y enfermos pulmonares
obstructivos cronicos y enfermos del corazdn, sin embargo sus resultados no

parecen ser muy diferentes a los referidos en los sujetos sanos.

Estudios epidemiologicos.

En estudios epidemiologicos a corto plazo de la variacion en los niveles de
funcién respiratoria en relacion con los niveles de ozono, han dado evidencia de
que este gas puede ocasionar una reduccion temporal de la ventilacion, esto es,
de la capacidad de introducir aire a nuestros pulmones (Fourtoul, 19986).

En 1986 Namihira estudié la funcion respiratoria entre dos poblaciones de
nifios y nifas entre 68 y 14 afos de edad. Una poblacién se localizaba en el
sureste de la ciudad de México, San Lorenzo y la otra se encontraba en el noreste,
Xalostoc (zona industrial). Observd una ligera disminucion en los valores normales
para estas pruebas en los nifios de Xalostoc, sin embargo se limita el estudio por
la falta de mediciones de niveles de exposicidon ambiental en las poblaciones
estudiadas.

La doctora Castillejos y cols., (1992), realizaron una investigacion sobre los
efectos del ozono a en poblaciones de alumnos de escuelas primarias (6-14 anos),
una poblacion localizada en suroeste (Pedregal de Sn. Angel) y otra en el noroeste
(Xalostoc), encontré que los nifios expuestos a niveles altos de ozono presentaban

una disminucion de su funcidon pulmonar, aungue menciona que esta disminucién
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es transitoria, no debe subestimarse, ya que existen algunas hipdtesis que indican
que e! ozono puede tener efectos a largo plazo, como puede ser la disminucidn en
el crecimiento del pulmdn y el aumento en el ritmo de envejecimiento de! mismo,
también mencionan que el ozono provoca inflamacién del epitelio que reviste el
aparato respiratorio, reduce la funcién ciliar, disminuyendo por tanto las
respuestas defensivas del organismo, también causa dafo a la mucosa
respiratoria y reduce la funcion de los ma'créfagos alveolares (células encargadas
de contrarestar la accién nociva de cuerpos extrafios que penetran a los
pulmones), lo cuat facilita las infecciones de las vias respiratorias.

Por otra parte Fortoul (1995), reporta en un estudio con nifios realizado en
verano, encontré que cuando los nifios jugaban en dias con niveles elevados de
ozono su funcidn respiratoria disminuia y los dias con ozono por abajo de la norma
mexicana de calidad del aire, la funcién respiratoria no se maodificaba.

Del ozono también se conocen sus efectos dafinos tales como: irritacion de

los ojos, nariz y garganta (Young y cols., 1964).

EL PROBLEMA DE LA CONTAMINACION DEL AIRE EN LAS
ZONAS URBANAS.

Zona metropolitana de la Ciudad de México. (ZMCTM)

En la ciudad de México se produce una gran cantidad de desechos tanto
organicos como inorganicos de origen antropogénico, se aportan 14000 toneladas

de heces y orina al dia, 15000 toneladas de residuos sélidos, 6500 toneladas de
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desechos industriales peligrosos al dia, 4000 toneladas de particulas
contaminantes y 4000 toneladas de gases contaminantes primarios. Por lo
anterior es una las ciudades que produce mas desechos per capita en el mundo.

Existen 135 millones de personas que residen en areas urbanas como la
ciudad de México en las que se excede el estandar americano de calidad del aire
para el Os, que es de 0.12 ppm en una hora al dia, un dia al afio en un periodo de
tres afios (Menéndez, 1993).

Segun datos oficiales, el transporte urbano contribuye con el 75% de los
éxidos de nitrégeno y el 52% de emisiones de hidrocarburos a la ZMCM
(Menéndez, 1993).

Los problemas de contaminacién atmosférica urbana se presentan
principalmente en las megalépolis de las llamadas “naciones en desarrolio”. El
crecimiento demografico, la concentracion industrial y el acelerado incremento del
parque vehicular, provoca que sus habitantes estén expuestos a problemas graves
de contaminacién. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Programa de
las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) en su estudio ‘La
contaminacion del Aire en las megalépolis del mundo” (WHQ, 1992), sefiala que
las ciudades de Latinoamérica tienden a presentar una mayor concentracién de
vehiculos que en otras regiones en desarrollo y por lo tanto, la contribucién de los
vehiculos motorizados a la contaminacion es mayor.

La zona Metropolitana de |a ciudad de México esta situada a 2240 m sobre
el nivel del mar y cubre un area de 255 kildmetros cuadrados. Su poblacién en

1990 fue mayor a 15 millones de personas que producen el 36% del producto
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interno bruto del pais y que consumen el 17% de la energia generada en &l
(ISGMEEPA, 1992). Ademas cuenta con una densidad de poblacién que varia
desde casi 7000 personas por km? en la zona centro hasta 500 personas por km?
en zonas circundantes. De esta poblacion el 55% reside en el Distrito Federal y el
45% en los municipios del Estado de México. La temperatura en la Ciudad de
Mexico es en promedio de 15°C (12°C en enero y 17°C en mayo). La
precipitacion durante el verano (de junio a' septiembre) es de 735 mm por afio. La
ventilacion es pobre dadas sus caracteristicas geograficas, ya que estd rodeada
por montafias que van de los 3000 a 5000 m de altura, lo cual no facilita la
dispersidon de contaminantes (ISGMEEPA, 1994). |

La contaminacion atmosférica esta ligada estrictamente al consumo de
combustibles. En la ciudad de México el consumo promedio diario de gasolinas
presenta un crecimiento acelerado. En 1989 se consumieron en promedio cada
dia un total de 15 millones de litros de gasolina. ‘En 1994 el consumo fue de 19
millones de litros. Entre 1989 y 1994 el consumo anual, aumentd a 800,000 litros,
incrementandose en 4 millones de litros en un lapso solamente 5 afios.

Se estima que en la ZMCM operan 12,000 establecimientos de servicios
que utilizan procesos de combustidn e incineracidn. La. produccion,
almacenamiento y distribucién de combustibles genera alrededor dei 14% de la
contaminaci6n proveniente de fuentes fijas. Casi la tercera parte de estas
emisiones estan constituidas por hidrocarburos y alrededor de la sexta parte por
bidxido de azufre. Se sabe gue los vapores de gasolina y combustibles en general

son especialmente nocivos para la salud. La contaminacién del aire por ozono,

19



oxidos de nitrégeno y azufre se asocian con una mayor frecuencia de ataques
asmaticos y de admisiones a hospitales por enfermedades respiratorias agudas
(ISGEEPA, 1992),

La norma mexicana para el ozono ambiental indica que éste no debe
sobrepasar 0.11 ppm por hora promedio, la Organizacién Mundial de la Salud para
la calidad del aire en Europa establece una norma de (0.076-0.1 ppm) por hora
promedio y de 0.05-0.06 ppm para 8 hofas (WHOQ, 1987). En Estados Unidos la
norma federal es de 0.12 ppm para una hora en promedio que no debe excederse
mas de una vez al afio (EPA 1991). En México, para la ZMCM se establecid en
0.11 ppm como promedio maximo horario o 110 ppb como promedio para una
hora una vez al afio, las que son rebasadas en forma casi permanente y provocan
el mayor grado de exposicidbn conocido en cualquier ciudad del mundo
(ISGMEEPA 1992).

Las normas con las que se cuantifican a los principales contaminantes fueron
establecidas por el sector salud mediante un decreto publicado el 29 de noviembre

de 1982 (ISGEEPA 1994),
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Normatividad de la Calidad del Aire (ISGMEEPA, 1994)

CONTAMINANTE

NORMAS 1994

Monodxido de Carbono

11 ppm en 8 Hrs.

Biéxido de Azufre

0.13 ppm en 24 Hrs.

.03 ppmen 1 Afio

Bi6xido de Nitrégeno

0.21 ppmen 1 Hora

Qzono

0.11 ppmen 1 Hora

Particulas menores a 10 um

150 p g/m” en 24 Horas

50 u g/m® en 1 Afio

Particulas suspendidas totales

260 y g/m” en 24 Horas

75 p g/m’ en 1 Afio

Plomo

1.50 u g/m° (promedio de 3 meses)

Cuadro 1

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR. MARCADORES BIOLOGICOS EN

LA EVALUACION DE LA EXPOSICION.

Recientemente se han incrementado estudios en el area de Genética

Toxicoldgica que se define como la rama de la Toxicologia que trata de identificar

y analizar los efectos derivados de la exposicién a sustancias toxicas en el
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material genético, asi como descubrir los posibles mecanismos de accion y sus
consecuencias al nivel de la patologia humana (Ostrosky y Gonsebatt, 1996).

La magnitud de la alteracion que produce la exposicion a sustancias toxicas
dependera de la naturaleza del compuesto, de la dosis de exposicion y de la
funcion que desempefie en el organismo é! (los) tejido (s) afectado (s) (NRC,
1989, 1992, Klaasen y Eaton, 1991).

Se llaman indicadores o marcadores biologicos a aquellos elementos
relacionados con la actividad de los seres vivos, que p.ermiten determinar eventos
relacionados con su fisiologia de manera cuali o cuantitativa.

La deteccion de un xenobidtico en fiuidos o tejidos es una sedal de que el
organismo tuvo contacto con éste, es decir, ha estado axpuesto a él, por lo que
constituira un marcador de exposicion. Cuando ésta ha causado cambios en los
organismos, es posible caracterizarios cuali o cuantitativamente a través de
diferentes estrategias. Los marcadores o indicadores biolégicos de efecto son las
alteraciones bioquimicas, fisioldgicas, genéticas o de otro tipo que, dependiendo
de su magnitud, pueden ser reconocidas como un dafo potencial o efectivo sobre
la salud. Finalmente, un marcador biolégico de susceptibilidad es aque! indicador
de una limitacion heredada o adquirida de la capacidad de un organismo para
responder al reto de la exposicidon a un agente xenobidtico especifico (NRC,

1989).
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MARCADORES DE EXPOSICION.

La exposicion externa es la cantidad o concentracién de material
xenobiotico en el ambiente de un organismo, mientras que la dosis interna se
refiere a la cantidad de xenobidtico que es transferida. 0 absorbida por el
organismo. La dosis biolégicamente efectiva, en términos generales es la dosis
interna que esta cuantitativamente relacionada con un efecto bioldgico; sin
embargo es mucho mas preciso considerarla como la cantidad de material
xenobiodtico que ha interactuado con un receptor celular critico 0 con un blanco
celular o tisular en donde el efecto biolégico se inicia. Dado que estos sitios de
recepcion son- a menudo cesconocidos, 0 no son accesibles al muestreo, es
necesario frecuentemente usar un sitio o compartimento sustituto, para el cual la
concentracion ha sido correlacionada con la dosis bioldgicamente efectiva o con el
efecto bioldgicamente identificable en el tejido blanco (Elinder y cols., 1987).

Existe una continua necesidad de desarrollar, a través de la investigacion,
los marcadores adecuados de dosis interna que reflejan la dosis biologicamente
efectiva, puesto que la cantidad de xenobiético que es reaimente absorbida por el
organismo es generaimente desconocida, y a veces puede estar dentro de los
limites de deteccion (Wild, 1990; Gonsebatt, 1994). La dosis bioldgicamente
efectiva puede depender de las caracteristicas individuales, las cuales son
responsables a su vez, de una gran parte de las diferencias que se observan al
momento de cuantificar los efectos. Los marcadores de exposicion se pueden
basar en mediciones farmacocinéticas, como las concentraciones circulantes, la
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dosis acumulada o la vida media del compuesto en el plasma. Las variaciones
individuales en caracteristicas fisiologicas como el sexo, la edad, el flyjo
sanguineo, la permeabilidad de membranas y la tasa respiratoria, afectan
significativamente la absorcion y distribucién de una sustancia quimica y sus
metabolitos (Doull, 1980).

La dosis interna de un xenobidtico puede variar con la ruta de exposicion, la
especie quimica y la forma fisica. Para hécer estimaciones cuali o cuantitativas de
la exposicion mediante marcadores biolégicos, ia concentracic’m, la duracion y el
patrén de exposicion y la naturaleza fisicoquimica de una sustancia toxica deben
ser consideradas en la seleccidn de un marcador apropiado de exposicién

(Gibaldi y Perrier, 1982).

MARCADORES BIOLOGICOS DE EFECTO.

Para la investigacion en salud ambiental, los marcadores bioldgicos de
efecto a un agente toxico son considerados en el contexto de su relacidén con la
salud del individuo (NRC, 1989; 1992), por lo que un efecto se define como:

- Una alteracidén en un tejido u érgano.
- Un evento temprano en un proceso biologico predictivo de desarrollo de un
padecimiento.

- Un padecimiento o una enfermedad clinicamente identificable.
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- Una respuesta periférica o paralela al desarrollo de una enfermedad, pero
correlacionado con él y por lo tanto util para predecir la evolucién de un
padecimiento.

Por ello, un marcador biolégico de un efecto puede ser cuaiquier cambio cuali 0
cuantitativo predictive de un dafio a la salud y que resulta de la exposicién a un
agente exdgeno. El mismo marcador biologico puede también utilizarse como un
indicador de la fisiologia normal, por ejemplo, la concentracion de la glucosa o de
la colinesterasa en sangre.

Los marcadores de efectos biolégicos tempranos incluyen alteraciones en las
fuhciones de los tejidos blanco después de la exposicidn. Como sefales de
alarma, estos _rnarcadores pueden ser dosimetros para guiar la intervencién para
reducir o prevenir la exposicidon. Estas sefales tempranas pueden tambien
observarse en Organos o tejido diferentes de los sitios que son criticos para la
accion de la sustancia toxica (NRC, 1989).

Un tejido afectado por una sustancia téxica puede exhibir una funcién alterada
aun si la persona afectada no presenta manifestaciones de ello. Estas funciones
alteradas pueden en algunos casos determinarse mediante pruebas,
particularmente con métodos bioquimicos o bioldgicos. Los marcadores bioldgicos
de estas funciones alteradas son muy utiles si ellas estan relacionadas a érganos
especificos o funciones, por ej. la beta microglobulina para la funcién renal y la
hormona luteinizante para la ovarica, la respuesta proliferante de linfocitos T para
la funcidén inmune celular (NRC, 1989; Ostrosky y cols., 1991; Gonsebatt y cols.,

1992; Burns y Munson, 1993).
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Si la exposicion a una sustancia toxica y 1a dosis interna es o suficientemente
alta, se desarrollara una enfermedad porque la dosis bioldgicamente efectiva sera
suficiente para afectar alguna funcion irreversiblemente o por un periodo
sustancial (IARC, 1992). La enfermedad que ocurre después de la exposicién
puede ligarse directamente a la sustancia téxica. E! padecimiento que se
manifiesta mucho tiempo después de la exposicién, sera dificiimente relacionable
con la exposicidon (por ej. la disfuncidn tésticular U ovarica y cancer, cancer de
vejiga e ingestion de solucion de Fowler), a menos que los hallazgos sean
patognodmicos, es decir que sean relativamente especificos de un tipo particular de
exposicion (como un mesotelioma o un cancer de piel) o sean raros en personas
no expuestas {como angiosarcoma ¢ adenocarcinoma vaginal) (ATSDR, 1989;
NRC, 1989).

La transicion a la manifestacion de la enfermedad puede depender de la
propiedades de la sustancia toxica, la naturaleza de la exposicion, el proceso de la
enfermedad en si mismo, o de susceptibilidades individuales (Elinder y cols., 1987,
NRC, 1989). Las personas responden de manera diferente a los agentes toxicos,
y no resulta sorprendente que solo algunos miembros de una poblacion
similarmente expuesta a un determinado agente ambiental, desarrollen un

padecimiento dado (Harden, 1990).
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MARCADORES BIOLOGICOS DE SUSCEPTIBILIDAD.

Algunos marcadores bioldgicos indican acerca de la existencia de factores
individuales o poblacionales que pueden afectar la respuesta a agentes
ambientales. Estos factores son independientes de la ocurrencia de la exposicion,
a pesar de que la exposicidn a veces incrementa la susceptibilidad al efecto de
posteriores exposiciones (por ejemplo, la sensibilizacion al formaldehido). Una
caracteristica intrinseca 0 una enfermedad preexistente que aumente la dosis
interna o |a dosis bioldgicamente efectiva, 0 que amplifique el efecto en el tejido
blanco, puede ser un marcador bioldgico de susceptibilidad incrementada (NIEHS,
1985; Omenn,-1986; Harden, 1990). Estos marcadores pueden incluir diferencias
congénitas en el metabolismo, variaciones en las concentraciones de
imunoglobulinas producidas y en su afinidad por el antigeno, baja capacidad de
reserva organica, y otros factores ambientales o genéticamente inducidos que
modifiquen la absorcion, el metabolismo, la desintoxicacién y el efecto de agentes
ambientales (Harden, 1990).

A pesar de que los cientificos tienden a dividir a los marcadores biolégicos
en grupos, se hace evidente que hay un proceso continuo entre la salud y la
enfermedad, y las evidencia indican que también existe un proceso continuo entre
la exposicion y el efecto (IARC, 1992). De acuerdo con esto, lo que una vez
parecid ser un grupo mas o menos discreto de marcadores bioldgicos, son ahora
mas dificiles de discriminar. Los marcadores bioldgicos se dividen mejor
operacionalmente, dependiendo de cémo son identificados y como seran
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utilizados, pero las divisiones no deberian ser interpretadas en el sentido de

distinciones al nivel de los mecanismos (NRC, 1989).

TECNICA DEL ENSAYO COMETA.

A partir del afio de 1988 se ha propuesto una prueba o ensayo que detecta
dafio al nivel de DNA, llamada técnica de electroforesis de células individuales
(SCGE) 'c'> ensayo cometa, la cual ha tenido una gran aplicacién. Esta técnica se
ha utilizado tanto en estudios in vivo como in vitro, en cultivo de tejidos y cultivo de
células primarias en suspensién, y detectar con esto rompimientos en el DNA
inducidos por determinados agentes en una gran variedad de células de
mamiferos. Se ha aplicado para estudios de biomonitoreo en poblaciones
humanas como 10 muestran los trabajos de Genotoxicidad de pentaéxido de
Vanadio (Rojas y cols.,, 1996), el de Exposicion cronica a Hidroarsenicismo
(Valverde, 1995), asi como estudios en poblaciones susceptibles a dafios
ocasionados por agentes oxidantes, radiacion ionizante y radiacion ultra-violeta,
utilizando linfocites humanocs, su uso se extiende al analisis de productos
biotecnolégicos, también se .han utilizado para el estudio de peces y gusanos
terrestres expuestos a contaminacién ambiental. Lo mencionado anteriormente s&
debe en gran parte por las ventajas que ofrece la técnica de electroforesis de
células individuales y el interés de realizar estudios de biomonitoreo ambiental asi
como estudios de carcinogénesis y envejecimiento celular (Rojas y cols., 1996;
Tice, 1995).
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Por otro lado en cuanto a sus caracteristicas, tenemos que es una técnica
sensible por ser capaz de detectar 1 rompimiento de DNA por cada 10 daltones;
puede dependiendo del pH utilizado evaluar desde un sitio alcali 1abil hasta
rompimientos de DNA de doble cadena, ademas permite cuantificar el dafio al
nivel de células individuales, por io que puede indicar un efecto al nivel de
subpoblaciones celulares del mismo individuo.

Dentro de las ventajas que implica utilizar esta técnica tenemos las
siguientes:

- Cuantificar la extension del DNA roto dé tejidos animales 0 especimenes de
biopsias en humanos, ya que se requiere de una pequefia muestra.

- Realizar en poco tiempo, si se cuenta con un analizador de imagenes.

- Es una prueba sensible al igual que la elucién alcalina.

- Permite analizar un niumero de células estadisticamente adecuado.

OBJETIVO.

El objetivo del presente trabajo es determinar el daric al DNA en leucocitos
de jovenes que residen en la Ciudad de México, mediante la técnica de
electroforesis unicelular y comprobar si este dafio esta correlacionado con las
zonas de mayor indice de contaminacidn atmosférica. Ademas detectar

diferencias de migraciones del DNA al agrupar por las zonas norte, sur, este y
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oeste de la ciudad de México y notar si existen diferencias debido al sexo de los

individuos muestreados.

HIPOTESIS.

Si la zona con mayores indices de contaminacion atmosferica por ozono, es
la region sur de la ciudad de México, es ahi donde tendra que existir un mayor
dafio en el material genético de las células analizadas por la prueba de

electroforesis de células individuales.

JUSTIFICACION.

En estudios histopatologicos realizados en 76 personas clinicamente sanas
del suroeste de la ciudad de México, area en la que se presenta una mayor
concentracion de ozono, se encontré que el epitelio nasal presentaba: hiperplasia,
células escamosas, queratinizacién y atrofia (Calderon-Garciduenas y cols., 1992).
Utilizando la técnica de Electroforesis Unicelular (Calderon-Garciduefias y cols.,
1996), repottan un incremento en la frecuencia de dafo al DNA aunada a Ioé
cambios histopatologicos ya mencionados en personas que habitan en el suroeste
de la Ciudad de México con respecto a personas que habitan en la ciudad de

Manzanillo, Colima. Asi mismo reportan en personas provenientes de la provincia
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un incremento en el dafo al DNA conforme al tiempo que las personas
permanecian en la ciudad de México (Calderon-Garciduenas y cots., 1996).

En un estudio piloto en jévenes estudiantes de la Facultad de Medicina de
la UNAM se evalud la frecuencia basal de rompimientos de una sola hebra de
DNA, en ceélulas sanguineas y células epiteliales bucales y nasales. Se
encontraron diferencias en la frecuencia basal entre individuos que vivian en la
zona norte de la ciudad y los que vivian en el sur. Estas diferencias en la
frecuencia basal de rompimientos de DNA, y la topografia de la ciudad de México
sugiere que los habitantes de la misma estan expuestos a diferentes

contaminantes ambientales (Rojas y cols., 1998).

MATERIAL Y METODOS.

El estudio se realizd con una poblacion estudiantil de fa Facultad de
Medicina en Ciudad Universitaria, de la cual se obtuvo una muestra sanguinea de
86 individuos con un promedio de 18 afos de edad de los cuales 40 fueron
varones y 56 mujeres, siendo estos individuos aparentemente sanos. Las
muestras fueron obtenidas los dias 3 y 4 de diciembre de 1996 y el 16 de febrero
de 1997,

A cada muestra de sangre de 10 (pl, extraida por puncién del dedo indice,
utilizando una lanceta, se le agregd a 1 ml de medio RPMI- 1640 con heparina y

se traslado al laboratorio. Donde se centrifugd durante 5 seg. a 6000 r. p. m., se
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retird el sobrenadante y el boton se resuspendié en 75 pi de agarosa de bajo
punto de fusion.

Se prepararon laminillas embebiendo las células en agarosa para darles
soporte, posteriormente, se colocaron dentro de una solucion de lisis la cual tiene
una gran cantidad de detergentes y sales para lisar las membranas celulares,
después, las laminillas se sumergieron en un amortiguador durante un tiempo
denominado de desenroliamiento de las hebras del DNA (unwinding),
posteriormente se expusieron a una corriente eléctrica. rDespués se neutralizé con
un amortiguador de pH 7.5, al término de lo cual se tifieron las laminilas con
bromuro de etidio, para poder analizarlas al microscopio. El DNA roto migra mas
en el campo eléctrico y {as células al ser observadas asemejan un “cometa’, con
una cabeza altamente fluorescente y una “cola” que se incrementa con el dafio
(Singh y cols., 1988).

En el apéndice A se indica detalladamente la metodologia de la técnica de
electroforesis de celulas individuales.

Con respecto a los datos de niveles de ozono estos fueron obtenidos de la

RAMA (red automatica de monitoreo atmosférico) de la ZMCM.

METODO ESTADISTICO.

Se utilizd la prueha estadistica de U de Mann-Whitman con una p < 0.05

para evaluar las diferencias estadisticas del dafio al DNA entre los grupos y la
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prueba t de Student para ver diferencias entre los valores de los diversos

contaminantes.

RESULTADOS.

Al agrupar y comparar los resultados obtenidos en ta migracion del DNA en
um entre la zona norte (noreste y noroeste) con respecto a la zona sur (sureste y
suroeste) no se encontrd diferencia significativa, utilizando la prueba estadistica.
Los valores fueron para la zona norte de 24.85 um y para la zona sur de 27.27 um
(tabla y grafica no. 1).

La tabla y grafica no. 2 muestra la migracion de dafio del DNA, comparando
la zona norte y sur con respecto al sexo de cada zona y de tal comparacion no se
observa diferencia significativa, sin embargo las mujeres muestran ligeramente
una mayor migracion.

Comparando Ias'concentraciones de ozono entre el norte (0.041 ppm) y el
sur (0.048 ppm), utilizando la prueba U de Mann-Whitman no existe diferencia
significativa (tabla y grafica no. 3).

La tabla y grafica no. 4 muestra los resultados obtenidos de ia migracion
del DNA como indicador de dafic genético en celulas sanguineas de una
poblacién de estudiantes clasificados por su zona de residencia. La zona con

mayor migracion de DNA fue la suroeste con 29.71 um, despues la zona noroeste
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con 24.29 um, posteriormente [a sureste con 22.73 um y finalmente la noreste con
22.24 ym.

La tabla y grafica no. 5 nos muestra los valores obtenidos en las diferentes
zonas (noreste, noroeste, sureste y suroeste), dividas por sexo, los cuéales no
muestran diferencias significativas comparandolos entre si. Por otro lado al
comparar los datos entre Norte y Sur los resultados tampoco muestran alguna
diferencia, sin embargo la comparacién ehtre el Este con el Qeste si demuestran
diferencia.

La tabla y grafica no. 6 muestra los valores de concentracion de ozono en
ppm registrados durante el periodo de muestreo (dic. y feb.) en las diferentes
zonas de acuerdo a la distribucion realizada por la RAMA (red automatica de
monitoreo atmosférico), la zona con menor concentracién de ozono fue el noreste
con 0.034 ppm, le siguié el sureste con 0.042 ppm, después el noroeste con 0.049
ppm y la mayor concentracion se registro en el suroeste con 0.052 ppm.

Al aplicar la misma prueba estadistica para los valores de concentracion de
ozono para el Este (0.038 ppm) y el Oeste (0.051 ppm) la diferencia resultd ser
significativa (tabla y gréafica no. 7).

La tabla y grafica no. 8 muestra los resultados de migracién de! DNA
obtenidos de la suma de las zonas noreste y sureste en comparacion con las
zonas noroegte y suroeste, resultado para el grupo Este de 23.38 umcon una N =
49 y para e! grupo QOeste de 29.18 um con una N= 43 siendo esta diferencia

significativa.
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La tabla y grafica no. 9 agrupa a los individuos del Qeste y del Este,
separados por diferentes sexos, de los cuales no se observa ninguna diferencia
significativa en cuanto a la migracion del DNA. |

La tabla y graficas no. 10 nos indica los intervalos de migracion en material
genético, en um, de la poblacion estudiada y se divide en poco migracion (0 a 20
um), mediana migracién (20 a 40 nm) y demasiada migracion (40 a 60 um); esto
se relaciona con el dafio al DNA y por lo tanto las muestras que presentan mayor
dafio el porcentaje mas alto lo presentan ios de la zona suroeste con 24%,
despues el noroeste con 17%, le siguid el noreste con el 8% y finaimente el
sureste con el 1%, para los valores obtenidos de poco dafio, el porcentaje mas
alto fue para el sureste (45%), después el noreste con 44%, posteriormente fue el
suroeste con 28% vy por Ultimo el noreste con 22%.

En la grafica no. 11 se observa la correlacién entre la concentracién de
ozono y la migracion del DNA, no importando la zona de la ciudad en la que
habitan. A cada persona se le asigno el valor de ozono del monitor de la RAMA
mas cercano a su lugar de residencia y para cada monitor se hizo el promedio de
migracion, bajo estos parametros se encontrdé una alta correlacién (r= 0.91) entre

los valores de 0zono y {a migracion del DNA.

DISCUSION.

La contaminacion ambiental siempre ha existido y en parte es inherente a

las actividades del hombre, sin embargo, en afios recientes se le ha prestado cada
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vez mayor atencion ya que han aumentado Ia frecuencia y gravedad de los
incidentes de contaminacion en todo el mundo y cada dia hay mas pruebas de sus

efectos adversos sobre el ambiente y la saiud (Albert, 1996).

La contaminacién ambiental es generada principalmente por la actividad
antropogenica, dentro de esta, las industrias aportan cerca del 20 % de la
contaminacion, mientras que el incremento del uso de automéviles y tecnologia
dependiente de ia quema de combustibles fésiles aporta cerca del 75 % de dicha
contaminacion, situacién que no es extrafia en una ciudad como la de México.

La ciudad de México presenta condiciones geograficas unicas que la hacen
un campo de estudio muy particular con respecto a la distribucion de los
contaminantes en diversas zonas de la ciudad, lo que lleva a pensar que los
posibles efectos de la contaminacidon tampoco estan distribuidos de manera
homogenea en toda la poblacion. A este respecto, en un estudio piloto Valverde
y cois., (1987), reportan diferencias en el dafio basal de DNA en leucocitos y
células epiteliales nasales de aduitos jdvenes que residian en la zona sur y norte
de la ciudad de México.

El proposito de este trabajo fue el evaluar si estas diferencias en el dafio
basal en el DNA se repetian incrementando el tamafio de muestra que la
estudiada por Valverde, sin embargo no se encontraron diferencias significativas
en la migracion de DNA observada entre los jovenes que residian en Ia zona sur

con respecto a los que residian en |a zona norte. Asi mismo no se observaron
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diferencias debidas al sexo en ambas poblaciones aunque son ligeramente altas
para el sexo femenino en la zona Este.

Esto se puede explicar al menos de dos diferentes maneras; que los
resultados encontrados por Valverde y cols., (1997) no estuvieran relacionados
directamente con la contaminacidén ambiental o bien, que los patrones de
contaminacion ambiental hubieran cambiado entre las dos tomas de muestra.

Con respecto a la primera posibilidad existen algunos reportes que
involucran tanto un efecto sobre la funcién respiratoria como de efectos
genotdxicos debidos a la contaminacién, que sugieren un mayor dafio en los
habitantes de la zona sur de la ciudad (Calderén Garciduefas y cols., 1996}, lo
cual nos indicaria que la contaminacién ambiental presente en esta zona si esta
relacionada con los efectos observados en los habitantes del sur de la ciudad.

Por otro lado se sabe que la generacion de los contaminantes ambientales
es un proceso dinamico y que puede ser alterado por diversas causas, entre ellas;
las meteorolégicas y las estacionales.

No se encontraron diferencias en la concentracion de ozono reportadas por
la red automatica de monitoreo atmosférico (RAMA) de la ciudad de México, en
especial entre los valores de la concentracion de ozono a la cual estuvieron
expuestos los individuos de este estudio, esto se puede deber a que la toma de
muestras dé este estudio fue realizada en los meses de diciembre y febrero de
1986 y 1997 respectivamente, temporada en l_a cual la distribucion de

contaminantes es mas restringida, lo cual podria explicar las diferencias
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encontradas entre este estudio y el de Valverde y cols., (1997), que se realizb en
el mes de marzo.

Sin embargo cuando se agruparon a los individuos en las cuatro zénas
metropolitanas reportadas por la RAMA, se observé un mayor daig,
estadisticamente significativo, en las personas que viven en el suroeste de la
ciudad con respecto a las personas que habitan en el noreste y el sureste de la
ciudad. Con respecto a las personas que habitan en el noroeste, y las personas
que habitan en el suroeste, esta dltimas presentan un mayor dafio en el DNA, pero
este no es estadisticamente significativo. Cabe mencionar que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los valores de migracion del DNA
entre mujeres y hombres de cada zona. Los dafios encontrados cerrelacionan con
los valores promedio de exposicion a 0zono en cada zona.

Cuando se analizan los valores de los contaminantes ambientales entre la
zona Oeste y la zona Este de la ciudad, se observa que solo los valores de
ozono son estadisticamente diferentes entre las dos zonas. La migracién del
DNA de las personas que habitan en la zona QOeste de la ciudad con respecto a
las que habitan la zona Este, siendo esta diferencia estadisticamente significativa.
No se encontraron diferencias debidas al sexo entre las dos zonas.

Otra manera de analizar los resultados de la migracion del DNA es la
categorizacion en individuos que mostraron poco dafio, dafioc moderado y
personas que presentaron mucho dafio en sus células, estas categorias se fijaron
con respecto al valor promedio de nuclec de linfocitos sin dafio; el valor promedio

para esta condicion es de 20 um. De esta manera se clasificé a las personas que
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presentaban valores de migracion entre 0 y 19 um como con poco dafio, a las
personas que presentaban una migracion entre 20 y 39 um se les clasificd como
con dafio moderado y a las personas que presentaban una migracion mayor a 40
um se les considero como muy dafiadas, basandonos en el estudio de Anderson y
cols., 1994.

Los resultados de! porcentaje de personas  para cada categoria
dependiendo de la zona en la que habita, siendo las personas que habitan en el
suroesté y noroeste las que presentan una frecuencia mayor de células muy
dafadas. Este analisis nos permite corroborar que las diferencias observadas
utilizando los valores de migracion del DNA se deben a que un gran numero de
células de las personas provenientes de las zonas noroeste y suroeste presentan
mayor dafo.

Con respecto al valor de fa correlacion (r=0.91), nos sugiere que el dafic
observado se debe a la accion del czono y no a ofros contaminantes. Esto
coincide con la sensibilidad propuesta para el ensayo cometa (Tice 1995; Speit y
cols., 1997), en cuanto a la capacidad de detectar rompimientos en el DNA
generados por las especies de oxigeno reactivas, mecanismo de accidn
propuesto para el czono.

Por qtro lado se observa que los resultados no muestran ninguna diferencia
significativa con respecto al sexo de los individuos lo cual nos indica que el sexo
no es determinante para tener una mayor o menor susceptibilidad a los

contaminantes atmosfericos, en particular al ozono.
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CONCLUSIONES.

No se encontraron diferencias en la migracion de dafio de material genético
entre la zona Norte y Sur de la ciudad de Meéxico, sin embargo, si se encontraron
diferencias significativas entre los habitantes del Este y el Oeste, lo cual
correlaciona con la concentracidn de 0zono en esta zona.

Los mayores intervalos de porcentaje de dafio lo presentan los individuos
de la zona suroeste.

l.a técnica de la electroforesis de céiulas individuales fue una herramienta
adecuada y seﬁsible para detectar la migracion del DNA en las celulas sanguineas
estudiadas.

Si bien estos resultados nos sugieren que el ozono es el causante de los
danos observados y no otros contaminantes, es necesaric continuar estos
estudios utilizando medidores de los contaminantes personalizados, 10s cuales nos
ayudaran a conocer la concentracion a la que esta expuesta cada persona.

Estos resultados, nos indican que la exposicion prolongada a este
contaminante podria ser un riesgo para desarrollar algunas enfermedades, entre

ellas, enfisema pulmonar, cancer, etc.
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TABLAS.

TABLA NO. 1
MIGRACION DEL DNA
ENTRE LA ZONA NORTE Y SUR

ZONA MEDIA {um) DESV.EST. ERROREST. N°DATOS

NORTE 24.85 11.41 1.70 45
SUR 27.27 12.76 186 - 47
TABLA NO. 2
MIGRACION DEL DNA ENTRE ZONA
NORTE Y SUR POR SEXOS
ZONA MEDIA (um) DESV.EST.  N°DATOS
MASCULINO NORTE 24.38 12.3 18
SUR 26.34 11.9 20
ZONA MEDIA (um) DESV.EST. N°DATOS
FEMENINO  NORTE 25.18 11.23 26
SUR 28.12 133 25
TABLA NO. 3
VALORES DE OZONO
EN ppm ENTRE ZONA NORTE - SUR
NORTE SUR
0.057 0.041
0.04 0.042
0.036 0.057
0.031 0.048
0.064
0.06
0.036
0.048
0.041
PROMEDIO _ 0.041 0.049
DESV. EST.  0.011 0.010
NO. DATOS N=4 N=9




TABLA NO. 4
MIGRACION DE DNA EN MICRAS {um) POR ZONAS

NORESTE NOROESTE SURESTE SUROESTE
76 232 17.0 12.0
11.6 28.6 7.0 18.0
10.8 33.2 17.8 42.4
226 232 24.6 43.8
16.0 16.4 31.2 40.0
158 106 130 234
17.2 26.8 17.4 222
10.8 24.0 40.0 45.2
20.8 22,0 34.2 16.0
226 25.0 10.8 37.6
276 266 276 242
276 18.2 35.4 39.6
33.8 47.0 36.4 18.8
14.4 15.6 13.6 23.2
37.4 46.0 336 17.8
7.4 22.2 18.8 16.4
30.2 286 19.2 34.0
50.0 54.6 296 69.6
31.0 20.6 38.8
50.2 10.6 10.2
256 416 282
18.0 19.0 36.8
14.6 34.0
19.6 49.6
236 20.2

336

. 26.4
PROMEDIO 23.21 2732 2359 30,52|
DES.EST. 11.28 1148 "~ 10.30 13.99

No.DATOS 27 18 22 25
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TABLA NO. 6
VALORES DE OZONO
EN ppm POR ZONAS

PROMEDIO DESV.EST. ERROREST. NO.DATOS

NOROESTE 0.049 0.012 0.0085 2
NORESTE 0.034 0.004 0.0003 2
SUROESTE 0.052 0.010 0.0030 6
SURESTE 0.042 0.006 0.0003 3
TABLA NO. 7
VALORES DE OZONO ‘
EN ppm_ENTRE ESTE - OESTE
OESTE ESTE
0.057 0.036
0.04 0.031
0.041 0.036
0.042 0.048
0.057 0.041
0.048
0.064
0.08
PROMEDIO 0.051 0038
DESV. EST. 0.010 0.006
NO. DATOS 8 5
TABLANO. 8
MIGRACION DEL DNA ENTRE ZONAS ESTE Y OESTE
ZONA MEDIA (um) DESV. EST. ERROREST.  N°DATOS
ESTE 2338 10.74 153 49

QESTE 29.18 12.95 1.97 43
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TABLA NO. 9

MIGRACION ENTRE ZONA ESTE Y OESTE POR SEXQ

ZONA MEDIA {up) DESV. EST. N° DATOS
MASCULINO OESTE 30.54 11.85 15
ESTE 22.05 11.06 23
ZONA MEDIA () DESV. EST. N° DATOS
FEMENINO OESTE " 28.45 13.64 28
ESTE 24.38 10.18 23
TABLA NO. 10
INTERVALOS DE MIGRACION DEL DNA (um)
COMO INDICADOR DE DANO GENETICO
0-20 20-40 40-60
ZONA POCO MEDIANO DANADO
Noreste 12 (44%) 13 (48%) 2{ B8%)
Noroeste 4 (22%) 11 (61%) 3{17%)
Sureste 10 {45%) 12 (54%) 2( 1%)
Suroeste 7 (28%) 12 {48%) 6 (24%)
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GRAFICA 3
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GRAFICA 7

VALORES DE OZONO EN ppm ENTRE ESTE Y OESTE
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GRAFICA 10

INTERVALOS DE MIGRACION POR ZONAS
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GRAFICA 11
CORRELACION ENTRE LA CONCENTRACION DE

OZONO Y LA MIGRACION DEL DNA EN
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APENDICE A.

I. SOCLUCIONES.
Todas las soluciones deben ser preparadas sin Mg, debido a que éste, activa a ia
endonucleasa por ser su cofactor.

1. - Solucién de lisis “stock”.

Ingredientes para preparar 1 litro.

NaCl . 25M 146.1g
Na; EDTA 100.0mM 37.2g
Tris 10.0mM 129
Na lauril sarcosianato 1.0% 100g

Ajustar el pH a 10 con 12 g de NaOH (hojuelas)
2.- Solucién lisis final.

Agregar en fresco a 35 ml de solucién de lisis “stock”, 400 pl de Triton x-
100, 5 ml de DMSO vy refrigerar de 30 a 60 minutos antes de utilizarla.
3.- Amortiguador de electroforesis.

Soluciones “stocks”

a)NaOH 10N (200 g / 500 ml dH; O)

b)Na, EDTA 200 mM (14.89 g / 200 m! dH,O pH 10)

Para preparar 1 litroc de amortiguador, agregar en fresco 30 ml de NaOH 10

Ny 5 mlde Na; EDTA 200 mM.
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4.- Amortiguador de neutralizacion.
Ingredientes para un litro.

Tris 0.4 M 485¢

Ajustar el pH a 7.5 con HCI concentrado.

5.- Solucién de tincion.

Bromuro de etidio “sotck” 10 X - 10mg/ 50 midH, O

Guardar a temperatura ambiente y protegida de la luz.

Bromuro de etidio 1X 1 ml “stock” 10X/9 midH, O

I.-PREPARACION DE LAMINILLAS.

1.- Preparacién de agarosa de bajo punto de fusién at 0.5 %.

Agarosa de bajo punto de fusién 125 mg/ 25 mi dH, O.

Disolver calentando en el horno de microondas durante 20 segundos y
mantenerla en bafo Maria a 37° C.

2.- Preparacion de agarosa regular al 0.5 %.

Agarosa regular 125 mg /25 ml dH; O.
Disolver calentando en horno de microondas durante 30 segundos.

Agregar 200 yl de agarosa regular 0.5% en una laminilla. esmerilada vy

cubrir inmediatamente con un cubreobjetos. Refrigerar la laminilla a 4° C

duraﬁte 10 minutos (hasta que solidifique).

3.- Remover cuidadosamente el cubreobjetos y agregar 75 pl de agarosa

de bajo punto de fusién al 0.5%, mezclada con 10 pl de muestra, colocar
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nuevamente el mismo cubreobjetos y refrigerar durante 5 minutos a 4° C
(hasta que solidifique).

4 - Retirar cuidadosamente el cubreobjetos y agregar 75 ul de agaroéa de
bajo punto de fusion al 0.5%, colocar nuevamente el cubreobjetos y
refrigerar durante 5 minutos (hasta que solidifique).

5.- Retirar cuidadosamente el cubreobjetos y sumergir fa laminilla en la
solucién de lisis fria, previamente preparada y refrigerar a 4° C durante 1

hora ¢ méas.

lil.- ELECTROFORESIS DE LAMINILLAS.
Los siguientes pasos se realizan bajo luz amarilla.
1.- Después de 1 hora en la solucion de lisis a 4° C, remover
cuidadosamente la laminilla y colocarla en una caja de electroforesis
horizontal previamente inmersa en hielo, orientado el gel hacia el anodo (+).
2.- Cubrir la laminilla con el amortiguador de electroforesis y dejarla durante
20 minutos en desenrrollamiento.
3.- Posteriorment.e, para correr la electroforesis encender ia fuente de poder
y ajustar a 25 volts y 300 amperes (adicionando o retirando amortiguador de
la caja), manteniéndose encendida durante 20 minutos.
4.- Una vez apagada la fuente de poder retirar cuidadosamente la laminiita
de la caja de electroforésis y enjuagaria tres veces con amortiguador de

neutralizacion durante 5 minutos.
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5.- Escurrir de la laminilla el exceso de amortiguador de neutralizacién y
tenirla adicionando 50 ul de bromuro de etidio 1x y colocar cuidadosamente
un cubreobjetos.

6.- Colocar la laminilla en una camara himeda y refrigerar hasta su

observacion al microscopio de fluorescencia.

IV.- OBSERVACION DE LAMINILLAS.
1.- Secar la laminilla y observarla al microscopio de fluorescencia con un
filtro de excitacion de 515 - 560 nm utilizando un aumento de 20 X.
2.- Con la ayuda de un ocular graduado, medir de cada laminifla la longitud

de 25 nicleos (cometas).
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