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Glosario

GLOSARIO

NO- Dioxido de nitrégeno

PA Pacientes asmaticos

ABC Area bajo la curba

BC Carbdn negro

CENICA Centro Nacional de Investigacion y Capacitacién Ambiental
QL Quimioluminiscencia

Cu Cobre

DMSO Dimetil sulfoxido

Fe Hierro

FeCl, Cloruro ferroso

FEV, Volumen espiratorio forzado en el primer segundo

FVC Capacidad Vital Forzada

H20: Peréxido de hidrégeno

HCI Acido clorhidrico

HO Radical hydroxilo

HOCI Acido hipocloroso

GC Grupo control

IL-6 Interleucina-6

KRPG Amortiguador de fosfato de Krebs-Ringer adicionado con glucosa
LDL Lipoproteinas

MCMA Area Metropolitana de la Ciudad de México

MPO Mieloperoxidasa

N Neutrofilos

NADPH Fosfato de dinucleotido de adenine y nicotinamida reducido
NGA Neutréfilos del grupo de asma

NGC Neutréfilos del grupo control

ol Anion superoxido

PM1o Material particulado con diametro < 10um

PMs s Material particulado con diametro < 2.5 um
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Glosario

PON

ERN

ERO

S

SO,

SOD
TBARS
TNFa
USA EPA
Zn

Paraoxonasa

Especies reactivas de nitrégeno

Especies reactivas del oxigeno

Azufre

Di6xido de azufre

Superoxide dismutasa

Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

Factor de necrosis tumoral-alfa

agencia de Proteccion al Medio Ambiente de los Estados Unidos

Zinc
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Resumen

RESUMEN

La ciudad de México, es un area con una elevada densidad de poblacién y con
caracteristicas geograficas especiales que contribuyen al estancamiento de los
contaminantes del aire que se generan en esa zona. La contaminacién por
particulas ha tomado gran relevancia e interés por parte de varios grupos de
investigacion a nivel mundial. Actualmente se considera que la exposicion a
particulas aun a las concentraciones encontradas en aire ambiente aumenta el
riesgo de desarrollar y/o agravar en poblaciones susceptibles, la evolucién con la
presencia de episodios agudos como es el caso de los paciente con
enfermedades cardiorrespiratorias, quienes adicionalmente presentan un estado
de estrés oxidativo. El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de las
particulas finas sobre el estallido respiratorio de neutréfilos obtenidos de sangre
periférica de pacientes con diagnéstico de asma residentes en la zona
metropolitana del valle de México. Se estudiaron 6 pacientes con diagndstico de
asma moderada y once sujetos clinicamente sanos. Los neutrdfilos se aislaron por
puncion venosa y se incubaron in vitro con particulas finas (PM2.5) para favorecer
la generacion de especies reactivas del oxigeno la cual fue registrada mediante
quimioluminiscencia. También se evalud la susceptibilidad a la lipoperoxidacion, la
actividad plasmatica de las enzimas mieloperoxidasa y paraoxonasa mediante
espectrofotometria. Los pacientes con asma presentaron una menor actividad de
paraoxonasa, una mayor susceptibilidad a la lipoperoxidacion asi como un
incremento en la actividad de la mieloperoxidasa. La incubacion de los neutrdfilos
de estos pacientes con las particulas finas incrementd la generacién de las
especies reactivas del oxigeno comparada con el grupo control.

Los resultados de este estudio sugieren que los pacientes con asma presentan
una mayor lipoperoxidacion debido a wuna disminucidbn en la capacidad
antioxidante. Ademas, las particulas finas facilitaron el incremento del estallido
respiratorio en los neutréfilos de estos pacientes, lo que podria favorecer una
mayor susceptibilidad a la infeccién y en consecuencia una alteracién en el control

de las crisis de asma.
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Abstract

ABSTRACT

The Mexico City Metropolitan Area is densely populated, and toxic air pollutants
are generated and concentrated at a higher rate because of its geographic
characteristics. It is well known that exposure to particulate matter, especially to
fine and ultra-fine particles, enhances the risk of cardio-respiratory diseases,
especially in populations susceptible to oxidative stress. The aim of this study was
to evaluate the effect of fine particles on the respiratory burst of circulating
neutrophils from asthmatic patients living in Mexico City.

In total, 6 subjects diagnosed with mild asthma and 11 healthy volunteers were
asked to participate. Neutrophils were isolated from peripheral venous blood and
incubated with fine particles, and the generation of reactive oxygen species was
recorded by chemiluminescence. We also measured plasma lipoperoxidation
susceptibility and plasma myeloperoxidase and paraoxonase activities by
spectrophotometry.

Asthmatic patients showed significantly lower plasma paraoxonase activity, higher
susceptibility to plasma lipoperoxidation and an increase in myeloperoxidase
activity that differed significantly from the control group. In the presence of fine
particles, neutrophils from asthmatic patients showed an increased tendency to
generate reactive oxygen species after stimulation with fine particles (PM;5).
These findings suggest that asthmatic patients have higher oxidation of plasmatic
lipids due to reduced antioxidant defense. Furthermore, fine particles tended to
increase the respiratory burst of blood human neutrophils from the asthmatic
group. On the whole, increased myeloperoxidase activity and susceptibility to
lipoperoxidation with a concomitant decrease in paraoxonase activity in asthmatic
patients could favor lung infection and hence disrupt the control of asthmatic

crises.
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Introduccién

1 INTRODUCCION
1.1 La contaminacion del aire en la Ciudad de México

La Cuenca del Valle de México esta situada a una altura de 2240 metros sobre el
nivel del mar, se encuentra rodeada por una cadena montafiosa integrada por las
formaciones de la Sierra de Monte Bajo, Sierra de las Cruces, Sierra del
Chichinautzin, Sierra Nevada, Sierra del Rio Frio.

Debido a su altitud, el contenido de oxigeno en esta zona es aproximadamente
23% menor que a nivel del mar, lo que origina que los procesos de combustion
sean menos eficientes y emitan una mayor cantidad de contaminantes'".

Entre los principales factores fisiograficos y climaticos que afectan la calidad del
aire se encuentran los siguientes:

* EI entorno montafioso constituye una barrera natural que dificulta la
circulacién del viento y una adecuada dispersion de los contaminantes.

e La altitud propicia frecuentemente inversiones térmicas favoreciendo la
acumulacién de contaminantes.

* La posicion continental entre dos océanos, provoca sistemas anticiclonicos
frecuentes, los cuales tienen la capacidad de generar grandes masas de
aire inmovil.

e La latitud tropical favorece una intensa radiacion solar favoreciendo la
formacion de contaminantes fotoquimicos como el ozono.

Aunado a lo anterior, las caracteristicas climaticas de la Zona Metropolitana del
Valle de México (ZMVM) son uno de los principales factores que condicionan la
acumulacién o ineficiente dispersiéon de los contaminantes.

Se reconoce una estacidon humeda (lluvias) y una estacion de secas que se
caracteriza por presentar contenido de humedad baja con variaciones de
temperatura de hasta 15°C, este hecho permite dividirla en dos: Seca-Caliente y
Seca-fria. La primera comprende de marzo a mayo y la segunda de noviembre a
febrero®.

La entrada principal del viento troposférico al Valle de México se ubica en la zona

norte donde el terreno es llano a excepcion de la pequefia Sierra de Guadalupe.
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Introduccién

Las masas de viento de los sistemas meteoroldgicos interactuan con la orografia
del Valle para producir flujos, confluencias, convergencias y remolinos que
provocan el arrastre, la remocion o la acumulacién de los contaminantes del aire.
La ventilacién de la ZMVM es muy rapida dando como resultado que a escala
regional y para el 50% de las particulas, el tiempo de residencia sea menor a 7
horas y el transporte de 2 a 2.5 dias®.

Otro factor que contribuye de manera importante a la contaminacién del aire es el
transporte, de éste, los autos particulares representan el 93% de las unidades
destinadas al transporte de personas y solo captan cerca del 20% de los viajes-
persona-dia que se realizan en la ZMVM. En contraste, las combis y microbuses
representan menos del 2% y en ellos se realizan cerca del 60% de los viajes-
persona-dia. En la Tabla 1, se muestra la distribucion del parque vehicular
destinado al transporte de personas. Se estima que uno de los sectores
vehiculares de mayor contribucién a las emisiones al aire es el auto transporte de
carga, flota compuesta de tractocamiones, vehiculos mayores y menores a 3
toneladas que en suma dan mas de 330 mil unidades en circulacién y su
contribucion a las emisiones de contaminantes en conjunto suman mas de 451 mil

ton/afio™.

Tabla 1.- Distribucion del parque vehicular en la ZMVM

Tipo de vehiculo Numero de vehiculos %
Autos particulares 2967.893 93.2
Taxis 118.634 4.0
Combis 19.485 0.7
Microbuses 33.051 1.1
Autobuses 32.565 1.1
Total 3171.628 100

17



Introduccién

1.2 Clasificacion de los contaminantes del aire

Los contaminantes del aire pueden dividirse en dos grandes grupos(S):

e Contaminantes primarios
Son los que provienen directamente de las fuentes de emisién, por ejemplo: plomo
(Pb), mondxido de carbono (CO), éxidos de azufre (SOx), 6xidos de nitrégeno

(NOx), hidrocarburos (HC), material particulado, entre otros.

* Contaminantes secundarios
Son los que se originan por la interaccion entre dos o mas contaminantes
primarios, o por la reaccion de éstos con los componentes naturales de la
atmésfera. Entre estos tenemos: ozono (Os3), peroxiacetil-nitrato (PAN),
hidrocarburos (HC), sulfatos (SO.), nitratos (NOs3), acido sulfurico (H2SOs),

material particulado (PM), entre otros.

Dependiendo de la fuente que los genera, los contaminates pueden dividirse

en®):

* Fuentes puntuales estacionarias o fijas
Se refiere a un punto fijo o estacionario, ejemplos de estas son: las plantas de

energia, industrias quimicas, refinerias de petrdleo, fabricas, etc.

* Fuentes méviles
Aqui se incluyen a las diversas formas de transporte. Se considera que la principal
fuente movil de contaminacion del aire es el automdévil, ya que produce grandes
cantidades de mondxido de carbono (CO) y cantidades menores de Oxidos de

nitrégeno (NOx) y compuestos organicos volatiles (COVs).

* Fuentes de area
Se refiere a todas aquellas que no pueden ser incluidas de manera eficiente en un
inventario de fuentes puntuales, pero que en conjunto pueden afectar la calidad
del aire en una region, por ejemplo: el uso de madera para cocinar o calentar la

casa, las imprentas, las estaciones de servicio, y las tintorerias.

18



Introduccién

* Fuentes naturales
Por otro lado, existen dos fuentes naturales significativas, que son comunmente

consideradas en los inventarios de emisiones atmosféricas:
a) Emisiones Biogénicas
Son aquellas que provienen de la vegetaciéon (ejemplo: pastos, cultivos, arbustos,

bosques, etc.) y cuyo principal componente son los hidrocarburos, y éstos son

vertidos a la atmdésfera en cantidades considerables.

b) Emisiones de Suelos

Los procesos de desnitrificacion (es decir, la reduccion de nitritos y nitratos a
nitréogeno gaseoso como N; o NOx) y la utilizacion de fertilizantes nitrogenados
producen el o6xido nitroso (N2O). Se estima que las emisiones de NOXx
provenientes de los suelos constituyen un 16% de la cantidad global de NOx en la

troposfera.

1.3 Principales contaminantes del aire en la Zona Metropolitana
del Valle de México

Los contaminantes del aire que constituyen los contaminantes criterio, son
aquellos identificados como nocivos para la salud y el bienestar de los seres
humanos; por lo que se han establecido limites de exposicion permisibles a los
que la poblacién pudiera estar expuesta sin tener danos a la salud. Para cada uno
de ellos se han desarrollado normas que establecen las concentraciones maximas
de los contaminantes atmosféricos que se permiten durante un periodo definido,
estos valores limite tienen la finalidad de proteger la salud humana y el medio

ambiente®.
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Introduccién

Los contaminantes criterio son los siguientes:
* Bidxido de azufre (SOy)
* Bidxido de nitrégeno (NOy)
* Material Particulado (PM)
*  Plomo (Pb)
*  Mondxido de carbono (CO)

e 0Ozono (O3)
Las normas mexicanas que abarcan de la NOM-020-SSA1-1993 a la NOM-026-
SSA1-1993, establecen los criterios para evaluar la calidad del aire con respecto a
los contaminantes criterio.
En este trabajo nos enfocaremos a los danos a la salud producidos por la

exposicion a material particulado y en especial a particulas finas (PM;5).

1.4 Interaccioén del material particulado con el sistema

respiratorio

El material particulado (PM), constituye un ejemplo de un aerosol, el cual es una
suspension relativamente estable en un gas (comunmente aire) de particulas
pequefas caracterizadas por una relacion masa-superficie elevada y que
contienen compuestos toxicos con propiedades fisicoquimicas variadas”. Se
originan mediante dos fuentes, la fuente natural, formada por los procesos de
polinizacion de las plantas e incendios forestales, la fuente antropogénica que
abarca, desde la quema de combustibles hasta la fertilizacion de campos
agricolas.

El tamafio del material particulado se determina con base al diametro
aerodinamico, que se refiere al diametro equivalente al de una particula esférica
de densidad unitaria (1g/cm®), la cual tiene la misma velocidad de depdsito que la
particula considerada”’. El diametro de las PM varia desde 0.005 hasta 100

micras (10°) y se clasifican en: PM1o, PM,5 y ultrafinas o nanoparticulas PM< 1.

20



Introduccién

Las PMq se generan por la combustion de materiales organicos y por los
procesos industriales, durante los cuales se lleva a cabo la condensacién de
gases, humos y vapores; ademas de las actividades de molienda y aplastamiento.
A esta porcion de PM se le denomina fracciéon gruesa y por su tamafo que es
relativamente grande, tienen una velocidad de sedimentacion alta y son removidas
del aire en horas®. Su composicién quimica se caracteriza por la presencia de
elementos de la corteza terrestre (silice, aluminio).

El siguiente grupo de particulas esta formado por aquellas menores a 2.5 um,
también llamado fraccion fina (PM2s). Son generadas por nucleacion
(aglomeracion) homogénea y heterogénea, y por la degradaciéon de las PMyo. Su
vida media en la atmdsfera es de dias y pueden viajar grandes distancias. La
capacidad de llegar a la via aérea inferior determina su mayor grado de
toxicidad”.

Existe un ultimo grupo de particulas, las ultrafinas (UFP), también llamadas
nanoparticulas, las cuales tienen un diametro menor a 0.1 ym (100 nm). Debido a
su tamafno, éstas se distinguen por tener una mayor posibilidad de depositarse en
los alvéolos, estableciendo una mayor superficie de contacto. Las UFP tiene una
forma especial, ya que constituyen conglomerados, debido a su tamafo son
transportadas a través de grandes distancias y tienen la caracteristica de adsorber
otros contaminantes téxicos incluyendo gases(a). Estas particulas tienen una
mayor posibilidad de establecer contacto con la superficie alveolar y atravesar la
barrera alveolocapilar originando efectos nivel sistémico®. Dado su contenido rico
en compuestos quimicos oxido-reductores, estas particulas producen una gran
respuesta inflamatoria en tejidos pulmonares y extrapulmonares, por ejemplo, el
endotelio vascular incluyendo el de los vasos coronarios®.

Varios estudios, llevados a cabo en México, Estados Unidos y en Europa, han
encontrado que la exposicion prolongada a particulas provenientes de la
combustion es un factor importante de riesgo ambiental en casos de mortalidad

por cancer pulmonar y enfermedades cardio-pulmonares“o).
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1.5 Sistema respiratorio, generalidades

La principal fuente de oxigeno para el cuerpo lo constituye el aire inspirado, pero
durante esta maniobra, se introducen simultaneamente numerosas particulas,
gases téxicos y microorganismos hacia el tracto respiratorio. Para una mejor
comprension sobre la interaccion de las particulas dividiremos el aparato
respiratorio en tres regiones: via respiratoria superior, llamada también
extratoracica, abarca la nariz, la nasofaringe, la boca, la orofaringe, laringofaringe;
la via respiratoria media o toracica, que incluye la parte inferior de la laringe, la
traquea, los bronquios hasta los bronquiolos terminales y la via respiratoria inferior
o alveolar, la cual incluye a los bronquiolos respiratorios, los conductos alveolares,

los sacos alveolares y los alvéolos"".

1.6 Mecanismos de depdsito del material particulado en el

sistema respiratorio

Existen 5 mecanismos por los cuales una particula se puede depositar en el tracto

respiratorio, estos mecanismos se describen a continuacion'”:

* Impactacion
Se produce cuando la trayectoria del flujo de aire cambia de manera abrupta
debido al cambio en la direccion de las vias aéreas. Es el principal mecanismo de

depdsito de las particulas mayores a 5 um.

* Intercepcion
Se origina cuando un extremo o una parte de la superficie de la particula se pone
en contacto con las paredes de las vias respiratorias hasta que se detiene debido

a la fuerza de friccidon. Las fibras se depositan principalmente por este mecanismo.

* Sedimentacion
Es un mecanismo que depende de la gravedad, y se produce cuando la particula
es balanceada debido a la flotabilidad del aire y a su resistencia. De este modo se

depositan las particulas con diametro de entre 1-5 ym.
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* Difusion
Se produce debido al bombardeo de la particula por las moléculas de gas,
provocando un movimiento de tipo Browniano, el cual en un momento determinado
hace que la particula entre en contacto con la pared de las vias aéreas. Mediante

este mecanismo se depositan particulas menores a 0.5 pm.

* Atraccidn electrostatica
De manera natural las particulas contienen una carga eléctrica determinada; esto

provocara una atraccion sobre la superficie de las vias aéreas (Figura 1).

Impactacion

Intercepcion =————p-
Difusion

|

—
Sedimentacion
(fuerza de gravedad)

Figura 1.- Mecanismos de depdsito de las particulas en el arbol respiratorio

Es importante sefalar que los mecanismos de depdsito no se ejercen de manera
especifica a nivel del tracto respiratorio, sino que actuan en combinacion y el

predominio de unos sobre otros dependera de los siguientes factores!'?:
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Caracteristicas de la particula

e Tamafo
e Forma
¢ Densidad

* Higroscopicidad
* Carga eléctrica
Geometria del aparato respiratorio

* Calibre de las vias aéreas
* Patrdn de ramificacion del arbol traqueobronquial
* Longitud de las vias aéreas terminales

Caracteristicas de la ventilacion

* Tipo de respiracion

Frecuencia respiratoria

VVolumen corriente

Flujo y velocidad

Distribucién interlobular de la respiracion

Duracion de las pausas respiratorias

Otros factores

* Exposicion a irritantes

Enfermedades pulmonares

Crecimiento
Edad

e Género
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1.7 Distribucion del material particulado en el aparato

respiratorio
Dependiendo del nivel en que éstas se depositen podemos clasificarla en cuatro
fracciones""'? (Figura 2):
Fracciéon inhalable
Se refiere a la totalidad de las particulas que penetran en el sistema respiratorio ya
sea por la nariz o por la boca.
Fraccion extratoracica

Es la cantidad de particulas que penetran a nivel de las vias respiratorias
superiores hasta la parte superior de la laringe. En esta regién se depositan las

particulas con un didmetro de 5 — 10 um (PMyp).

Fraccion toracica

Las particulas con diametro de 2.5 - 5 ym se depositan entre la laringe y los

bronquiolos terminales.

Fraccion respirable o alveolar

Se refiere a la region comprendida desde los bronquiolos respiratorios hasta los
alveolos. Las particulas <2.5 um (PM25) son susceptibles de depositarse a este
nivel y en especial las ultrafinas o nanoparticulas, las cuales tienen un diametro
aerodinamico menor a 0.1 ym 6 100 nm.

En la figura 2, se esquematiza la distribucion de las particulas en el aparato

respiratorio dependiendo de su diametro aerodinamico.
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Fraccioén inhalable
Particulas > 5uym

Regién
extratoracica

Fraccioén toracica

Particulas 2.5 =5 ym
Regién

traqueobronquial

Fraccién respirable
Particulas < 2.5 um

Region alveolar

En especial
particulas de 0.1 ym

Figura 2.- Distribucion de las particulas en el sistema respiratorio
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1.8 Mecanismos de depuracion del material particulado del

aparato respiratorio

Una vez analizados los factores que influyen en la distancia de penetracion de las
particulas contaminantes en el arbol traqueobronquial, se consideraran los

mecanismos con que cuenta el aparato respiratorio para eliminarlas”.

Depuracién traqueobronquial

Esta determinada por el escalador mucociliar, que transporta las particulas
envueltas en una capa de moco y/o aquellas que han sido fagocitadas por los
macrofagos. Este mecanismo es relativamente rapido y se completa dentro de un
lapso de 24 a 48 hrs.

Depuraciéon pulmonar

Este mecanismo incluye cuatro alternativas: 1) las particulas pueden quedar
atrapadas en la capa de moco y ser eliminadas via el escalador mucociliar; 2) las
particulas pueden ser fagocitadas por los macrofagos y ser eliminadas via la
circulacién linfatica; 3) el material depositado puede pasar por un proceso de
disolucién y ser transferido a la circulacion y 4) debido a su tamafo, las particulas
pueden atravesar la barrera alveolar e ingresar directamente al torrente circulatorio
para de esta forma ser distribuidas a otros érganos del cuerpo. El tiempo de
residencia de las particulas en el tracto respiratorio va a depender de su grado de
solubilidad y de la sobrecarga (body burden) pudiendo ser desde horas hasta

meses (Fig. 3).
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Circulacion 4
enterohepatica

/—Tracto gastrointestinal

Arbol traqueobronquial _, Nodos linfaticos
( traqueobronquiales

linfaticos

Depuracion

s 3  Depuracion
mucociliar

linfatica

ECGN sle)

Y »

Y
-N..‘ D
g@l O

Fagocitosis por
macrofagos

Redistribucion hacia
otros érganos

Vasos
sanguineos

Depdsito de las particulas a nivel alveolar

Fagocitosis por macrofagos alveolares

Migracion del macrofago hacia los nodos linfaticos y circulacion linfatica
Disolucion de particulas y transferencia hacia el torrente sanguineo

Las nanoparticulas atraviesan la barrera alveolar hacia la circulacién
sanguinea

Quimiotaxis de neutrdfilos con producciéon de ERO

aRrLNd=

o

Figura 3.- Depuracion alveolar de las particulas
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1.9 Mecanismos de defensa del sistema respiratorio

Los mecanismos de defensa pulmonar pueden ser constitutivos 0 mecanicos que
incluyen respuestas automaticas o inmediatas, y los adaptativos o inmunolégicos
que requieren un lapso de latencia, desarrollan memoria y provocan efectos mas
intensos cuando se ha tenido un contacto previo. A continuacion se describe

brevemente cada uno de estos mecanismos''?.

Mecanismos constitutivos

Representan una barrera importante para prevenir la penetracion ya sea de
particulas o de microorganismos >3um hacia las vias respiratorias inferiores. Entre
éstos se encuentran:

* Lanariz

* Mucosidad de las vias respiratorias

e Estornudo

* Tos

* Escalador mucociliar

* Epitelio respiratorio

Mecanismos adaptativos o inmunolégicos

Entran en accion cuando los mecanismos constitutivos son ineficientes para
controlar la agresion sufrida por el aparato respiratorio.
Un elemento defensivo muy importante esta formado por estructuras linfoideas del
anillo de Waldeyer. Entre los mecanismos inmunolégicos implicados en la defensa
pulmonar tenemos los siguientes:

* Inmunoglobulina A secretora (S-IgA)

* |Inmunoglobulina M (IgM)

* Inmunoglobulina G (IgG)

* Inmunoglobulina E (IgE)

* Complemento

e Células epiteliales
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* Eosindfilos

* Mastocitos

* Basdfilos

* Neumocitos tipo 'y Il

* Macrofagos alveolares
* Linfocitos

* Neutrofilos

e Surfactante

1.10 Efectos del material particulado sobre la salud

Los efectos a la salud ocasionados por una exposicion al material particulado
pueden ser locales o sistémicos. La alteracion minima ocasionada por los
contaminantes es una irritacion en las mucosas y una reaccion inflamatoria
transitoria, debidas a un efecto oxidante. Una concentracién mayor o tiempo de
exposicion prolongado a los contaminantes, producen reacciones mas graves y
pueden originarse respuestas tales como el espasmo de los bronquios, el
imbalance elastolitico y la carcinogénesis provocada por algunas sustancias!"'®).

Estudios efectuados en la ciudad de México han demostrado efectos diversos, que
van desde alteraciones leves y transitorias, manifestadas por irritacion de los ojos,

'618) hasta hiperinflacion pulmonar en nifios y

19,20

nariz y vias respiratorias'
alteraciones morfolégicas pulmonares en animales!'%2%, Algunos de los grupos
susceptibles, como los nifios o los asmaticos pueden tener mayores repercusiones
que los hagan acudir en mayor niumero a consulta o al servicio de urgencias(”).
Uno de los hallazgos mas impactantes y que se ha reproducido en diversas
ciudades es que un incremento en los niveles de particulas, aun dentro de la
norma se relaciona con un incremento en la mortalidad principalmente en los
grupos susceptibles: nifios, ancianos y enfermos con alteraciones
cardiopulmonares. Romieu et al®? realizaron un estudio en la ciudad de México,

en donde evaluaron la exacerbacion de crisis de asma en ninos menores de 13
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afios y concluyeron que un incremento de 20 ug/m*® de PM, se relaciona con un
aumento del 8% en los casos de enfermedad de vias respiratorias inferiores y que
un incremento de 10 pg/m3 en el promedio semanal de PM,5 se asocia a un
incremento del 21% en los casos de enfermedad de vias respiratorias inferiores.
Otro estudio recientemente efectuado también en la Ciudad de México en nifios
asmaticos de 6 a 14 anos de edad, encontré que los que habitaban en zonas de
mayor densidad de trafico tenian una incidencia mayor de sintomas y de uso de
broncodilatador, un incremento en la concentracién de PM.s de 17.4 pg/m® se
asocié con un incremento del 11.1% en tos y del 8.8% en las sibilancias"®. Los
estudios de Miller et al., mostraron que por cada 10 ug/ms, el riesgo de eventos
cardiovasculares aumento el 24% y 76% de aumento en el riesgo de muerte por
enfermedad cardiovascular en mujeres postmenopéusicas(zz). Estudios recientes
sugieren que el promedio de la esperanza de vida perdida relacionada a una
exposicion crénica a la contaminacién ambiental es entre 1.8 y 3.1 afios para
individuos que habitan en las zonas mas contaminadas de las ciudades
Americanas'®). Aunque varios son los estudios que se han realizado, el
mecanismo de dafio originado por la exposicion al material particulado no esta
bien dilucidado, pero se considera que las especies reactivas del oxigeno (ERO) y

los radicales libres (RL) tienen un papel preponderante®*2),

1.11Radicales Libres y Especies Reactivas del Oxigeno

Los RL son moléculas que tienen un electron no pareado en su ultimo orbital, lo

que les confiere la caracteristica de ser muy inestables y reactivos!®2").

El proceso de reduccion del O, da origen a dos moléculas de agua (H2O), pero
durante la secuencia de reducciones se originan varios RL:

O,+e —p 0O, (radical superoxido)

O, +H,O ——p HO; + OH™ (radical hidroperdxilo)
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HO,+e  +H ——p H;0, (perdxido de hidrégeno)
H.O, + e~ —— HO’ (radical hidroxilo) + OH — (oxhidrilo)

En condiciones normales, los RL cumplen funciones fisiolégicas importantes y
tienen origen enddgeno y exdgeno®.
1. Generacion endogena

La generacion enddgena incluye su produccion por las células inflamatorias
principalmente, asi como durante el proceso de isquemia-reperfusion. Las fuentes
enddgenas de RL incluyen las siguientes:

Durante el metabolismo aerobio normal

Las mitocondrias reducen el O, molecular de forma secuencial hasta generar
agua, durante este proceso, alrededor del 2 al 5% del O, utilizado escapa de este
ciclo y va a formar el radical aniéon superdxido (O2" ™) el cual sera dismutado a
peroxido de hidrogeno (H20;) por accion de la superdxido dismutasa (SOD) y éste
en presencia de hierro (Fez") o cobre (Cu™) generara el radical hidroxilo (HO") a
través de dos mecanismos:

a) Reaccion de Fenton:

Fe** + H,0, —» Fe* +HO® + HO™

b) Reaccion de Haber-Weiss:

Oy~ +H,0, —p O,+H,O+ HO®

Generacion de H;O; por los peroxisomas

A través de la Acil-coA oxidasa, dopamina, B-hidroxilasa, urato oxidasa.

Durante el metabolismo de los xenobidticos

Mediante la activaciéon del sistema enzimatico citocromo P-450.
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Durante el estallido respiratorio producido por las células fagociticas.

La activacion de este sistema puede estar dado por: bacterias, complejos
inmunes, citocinas como TNF-a, fragmentos del complemento, éster de forbol,
diacilglicerol, leucotrienos, iondforo de calcio, material particulado y la misma
presion parcial de Os.

2. Generacioén exogena

Las fuentes exdgenas de radicales libres se llevan a cabo durante la exposicién a:

Contaminacién ambiental

Contaminantes como el ozono (O3), didxido de nitrégeno (NO>), y las PM.

Radiacion ionizante (neutrones, rayos X, o rayos y)

Estos llevan a la formacién de HO® como resultado de la fusién homolitica de los
puentes de oxigeno-hidrogeno en el agua; la radiacion ultravioleta (UV) también ha
generado la formacion de ERO.

Humo de cigarro

El humo de cigarro produce la formacién de H,0O,, como resultado de la
autooxidacién de los polifenoles como el catecol y la hidroxiquinona que se
encuentran en el humo del cigarro asi como la formacion de estas especies por la
activacién de los fagocitos derivada de esta exposicion.

Pesticidas

El paraquat, la bleomicina, algunos aditivos alimentarios como el tolueno butilado y
el hidroxianizol butilado, tienen la capacidad de formar RL.

Hiperoxia terapéutica

Conlleva al aumento en la formacion intracelular de O,y de H»0..

Fendmenos de isquemia-reperfusion

Por ejemplo: infarto agudo de miocardio, tromboembolia pulmonar.
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1.12Generacion de Radicales Libres y Especies Reactivas del

Oxigeno por leucocitos polimorfonucleares

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN) son considerados como las células
efectoras de mayor importancia en los procesos inflamatorios. Se considera que
hay 1 neutrdfilo por cada cien alvéolos, pero la vasculatura pulmonar y mas
especificamente el lecho capilar sirven como reservorio. Se considera que
representan hasta el 2% de las células presentes en el LBA de sujetos

clinicamente sanos®®

. El papel principal de estas células, es defender al
organismo de los microorganismos invasores, por lo que se considera que la
capacidad fagocitica es superior a la del macréfago alveolar. En respuesta al dano
y como mecanismo de defensa, estas células producen especies reactivas del
oxigeno y del nitrogeno (O2°* —, H20,, NO®, HO®,) y liberan enzimas como elastasa,
mieloperoxidasa, hidrolasa, lactoferrina, cathepsina G, y defensinas, durante el
proceso de activacion denominado estallido respiratorio. La liberacion de ERO,
ERN, proteasas neutrales y enzimas lizosomales puede degradar la matriz
pulmonar y provocar dafo citotoxico sobre las células endoteliales y epiteliales,

sobre todo las de tipo | y los fibroblastos®?.

1.13Mecanismo de daio por especies reactivas del oxigeno y

Estrés Oxidativo.

El mecanismo de dafo producido por los RL y las ERO ha sido ampliamente
estudiado. El dano es originado principalmente por la facilidad que tienen estas
especies de reaccionar y modificar la estructura y funcion de un amplio espectro

de biomoléculas. Los principales mecanismos de dafio incluyen: (30)

1. Lipoperoxidacion

Se refiere al dafno oxidativo producido sobre los acidos grasos poliinsaturados
(PUFA) ya que éstos contienen dos o mas dobles enlaces carbono-carbono. Se
caracteriza por una fase de iniciacion, una fase de propagacion y una de
terminacion. Los productos finales producidos por este tipo de dafio son cetonas,

hidrocarburos (pentano, etano), isoprostanos (compuestos formados durante la

34



Introduccién

peroxidacion del acido araquidonico y aldehidos (malondialdehido, 4-hidroxi-2-

trans-nonenal), los cuales son capaces de alterar la funcidn membranal.

2. Oxidacion de carbohidratos

En su forma linear la glucosa es un aldehido capaz de reaccionar con los grupos
amino de las proteinas, de los fosfolipidos e inclusive del DNA, en condiciones
fisiologicas esta reaccion se da en forma lenta y es reversible denominandose
glicaciéon este proceso no es enzimatico y no requiere la presencia de ROS y de
RNS. Sin embargo, cuando el dano es producido por la presencia de estas
especies, los productos de glicacion se pueden oxidar dando lugar a los productos
de glicacion avanzada (AGEs) proceso denominado glicoxidacion. Este tipo de
dafo se produce de manera irreversible modificando permanentemente proteinas,
fosfolipidos o DNA.

3. Oxidacion de proteinas

Todas las proteinas son susceptibles a ser dafadas por las ERO y las ERN, ya
sea de forma directa o bien por productos secundarios como aldehidos derivados
del dano a otras biomoléculas. Las principales alteraciones que sufren las
proteinas ante la oxidacion son: pérdida de la actividad catalitica, modificaciones
en aminoacidos, formacion de grupos carbonilo, alteracién de la estabilidad
térmica, cambio en la viscosidad, fragmentacion, formacién de enlaces covalentes
inter o intraproteicos, formacién de puentes disulfuro y mayor susceptibilidad a la
proteélisis(s”. La carbonilacién es una reaccion irreversible y ocurre principalmente
en los residuos de prolina, arginina y lisina debido a que éstos son mas
susceptibles al dafno por metales. Actualmente se ha relacionado el aumento en la
carbonilacion con ciertas patologias como son las enfermedades inflamatorias®? y

diabetes mellitus®?.
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4. Dano al acido desoxirribonucleico (ADN)

Se produce por oxidacion y se pueden dafiar las cuatro bases y la deoxiribosa, a
la cual se le sustrae un hidrégeno dando lugar a la muerte celular o al desarrollo
de cancer. Aunque se pueden dafar las bases y la deoxiribosa, el sello distintivo
de dafo al ADN por ERO y ERN son las deleciones, aunque también favorecen la
apoptosis mediante mecanismos que involucran a la mitocondria®®.

El hecho de generar una mayor cantidad de estas especies a tal grado que éstas
sobrepasen los mecanismos antioxidantes, da origen a una pérdida en la
homeostasis del ciclo prooxidante-antioxidante que conlleva a un riesgo mayor de
dafio a biomoléculas de organismos vivos, estado denominado estrés oxidativo®®,
el dafio oxidativo a biomoléculas puede estar dado no solo por un aumento en la
generacion de especies reactivas, sino también por una deficiencia en la
reparacion de este dafio o la ineficacia de remplazar a las biomdleculas asi
dafiadas, o bien por una disminucién de la capacidad antioxidante ya sea por un
deficiente aporte nutrimental o por una mutacion dando como resultado una

expresion deficiente de las enzimas antioxidantes®®®.

1.14 Mecanismo fisiolégico de proteccion antioxidante

El cuerpo humano esta provisto de mecanismos para prevenir la propagacion de
los radicales libres generados durante los diversos procesos bioquimicos
producidos durante el metabolismo celular. De esta forma la generacién de ERO y
de ERN tiene un control balanceado, es decir, su generacion tiene una tasa similar
de degradacion mediado por los mecanismos antioxidantes. Podemos definir un
antioxidante como cualquier sustancia que impide o previene de manera
significativa la oxidacién de una molécula blanco®” y un antioxidante dietario se
refiere a una sustancia presente en los alimentos que disminuye significativamente
los efectos adversos de las especies reactivas del oxigeno, del nitrdgeno o ambas
en condiciones fisiolégicas en humanos®®. A nivel pulmonar también encontramos
mecanismos de proteccion contra las ERO y ERN. El fluido del tracto respiratorio,

contiene una gran cantidad de antioxidantes entre los que se encuentran el
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glutation reducido (GSH), el acido ascérbico, el acido urico, el a-tocoferol, la
ceruloplasmina entre otros®?.
Los mecanismos de proteccion contra los RL incluyen tres niveles, primario,

secundario y terciario?), los cuales se describen a continuacion:

1.15 Sistema antioxidante primario

Se encarga de evitar la formaciéon de nuevas especies reactivas del oxigeno, en su
mayoria son enzimaticos aunque también se cuenta con proteinas de union a

metales:

* Superoxido Dismutasa (SOD)

Se encuentra principalmente en higado, glandulas suprarrenales, rifion y bazo. En
los mamiferos se han identificado tres isoenzimas de la SOD (E.C.1.15.1.1). La
isoenzima extracelular (EC-SOD), contiene dos subunidades idénticas (32 kDa),
contiene un atomo de cobre y zinc en su sitio activo unido por un ligando comun
de His 61 y se localiza en el especio extracelular en un 99%. La manganeso
superoéxido dismutasa (Mn-SOD), es un homotetramero (96 kDa) que contiene un
atomo de Mn por subunidad, el cual se cicliza de Mn (lll) a Mn (ll) y viceversa
durante la dismutacién del O,*~ a perdxido de hidrégeno (H.0>) en la mitocondria
y por la superédxido dismutasa dependiente de cobre-zinc (CuZn-SOD) a nivel de
citosol, constituyendo la principal fuente de H,O,. Vallyathan et al“ reportaron
una concentracion de SOD de 21+9.0 ng/mL en BAL de sujetos sanos no

fumadores con una edad promedio de 38.7+1.6 afos:

SOD
0° + 0" +2H" L’ H202 + Oz
* Catalasa (CAT)

Es una enzima tetramérica del grupo hemo (EC 1.11.1.6), constituida por cuatro
subunidades tetraédricas idénticas de 60 kDa; contiene 4 grupos de

ferroprotoporfirinas por molécula y cuya masa molecular es de alrededor 240 kDa.

37



Introduccién

Se localiza en los peroxisomas y su funciéon es proteger a las células del H,0O>
intracelular, juega un papel importante en la adquisicion de tolerancia al estrés
oxidativo como respuesta celular de adaptacion. Reacciona con donadores de H*
(metanol, etanol, acido férmico, fenol) asi como con el H,O, para formar agua y
oxigeno molecular. En las células de BAL de sujetos sanos se reportan

concentraciones de 9.6+1.3 U/10° cel?:

Catalasa

2 H,Oq+ 2H,0 + O,

* Glutation peroxidasa (GPX)

La GPX (EC 1.11.1.9) tiene un peso molecular de 80 kDa y contiene un residuo de
selenio-cisteina en cada una de sus subunidades el cual es esencial para su
actividad. Cataliza la reduccion de una variedad de hidroperoxidos (ROOH) vy
comparte el H,O, como sustrato con la CAT. Existen al menos cuatro isoenzimas
de GPX, la glutation peroxidasa celular (cGPX o GPX1), la glutation peroxidasa
gastrointestinal o GPX2, la glutation peroxidasa extracelular o GPX3, la fosfolipido
hidroperoxido glutation peroxidasa (GPX4 o PHGPX)“#344).,

GPX

ROOH + 2 GSH L ROH + GSSG + H,O

Se sabe que el ciclo oxido-reductor del GSH es la principal fuente de proteccion
contra un estrés oxidativo leve, mientras que CAT confiere proteccion contra un
estrés oxidativo severo?).Las concentraciones de GPX en BAL son de 145.47 +
13.42 a 223.56 + 24.4 U/ml ELF en sujetos sanos de 18 a 40 afios de edad“®.

* Transferrina

Es una glicoproteina, p-globulina con peso molecular de 77 kDa. Se sintetiza en el
higado, se considera como una proteina de fase aguda que contiene 2 mol de

Fe** por mol de proteina y bajo condiciones normales in vivo, se encuentra

38



Introduccién

saturada solo al 30-35% por lo que la concentracion de hierro libre en plasma es
casi nula previniendo la formaciéon de radical HO® y en consecuencia la
lipoperoxidacion. Dentro de la célula, el hierro es almacenado inmediatamente en
la ferritina cuya capacidad de almacenamiento es de 4500 mol de hierro por mol
de proteina. Este hecho previene la participacion de este metal en la reaccion de
Fenton. A pH 6 el hierro se disocia de la ferritina, esto es importante ya que en el
microambiente de las células fagociticas puede haber un pH < 6. La concentracién
normal de transferrina en el suero es de 2-4 mg/mL. En el fluido del epitelio
pulmonar (ELF) se han reportado concentraciones de esta glicoproteina de
alrededor de 324pg/mL o 4.2uM“".

* Ceruloplasmina

Conocida también como “la proteina azul”, fue aislada por Holmberg y Laurell en
1948 en el suero de cerdo™®. Es una ap-glicoproteina plasmatica con un peso
molecular de ~ 132 kDa cuyo gene se localiza en el cromosoma 3q925. Es la
proteina plasmatica mas abundante sintetizada principalmente en los hepatocitos
y funciona como transportador de atomos de cobre (Cu™™); se secreta unida a 6
atomos de Cu™ unidos fuertemente a la molécula. Ademas de ésta actividad,
también interviene en el metabolismo del hierro, como defensa antioxidante e
interviene en la angiogénesis y coagulacion. Se ha demostrado que posee una
actividad de ferro-oxidasa, catalizando la oxidacion de Fe* a Fe*, con un ciclo
catalitico que involucra 4 de los 6 atomos de cobre asociados a la CP y usa al
dioxigeno como aceptor de electrones mecanismo por el cual previene la reaccion
de Fenton®®. Una vez que la ceruloplasmina oxidd el hierro a la forma férrica los
iones de éste se unen fuertemente a la transferrina y lo almacena®. La
concentracion en plasma es de 300 ug/ml en adultos y en el BAL se han estimado

en 25 pg/ml, o aproximadamente 0.20 uM®".

¢ Lactoferrina

Es una proteina de 80 kDa que se encuentra en las secreciones exocrinas y en los
granulos especificos de los neutrdfilos®?. También es producida por varias células

epiteliales; la lactoferrina es bioldgicamente activa y esta directamente relacionada
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a su habilidad de ligar hierro extracelular y prevenir la lipoperoxidacion. Esta
proteina esta presente en el BAL a concentraciones aproximadas de 0.5 ug/mL(Ss)
y su concentracion se ha incrementado en las enfermedades inflamatorias de las

vias aéreas.

1.16 Sistema antioxidante secundario

Se encargan de neutralizar la accion de los radicales libres ya formados

* Paraoxonasa (PON)

La paraoxonasa es una arilesterasa dependiente de Ca'", que se sintetiza en el
higado; esta estrechamente asociada a las APO-A de las HDL. Tiene una
actividad hidrolitica importante, incluyendo metabolismo de drogas vy
destoxificacion de agentes organofosforados. Inicialmente esta enzima se estudio
extensivamente en el campo de la toxicologia debido a su capacidad de hidrolizar
los compuestos organofosforados como el paraoxon y gases neurotéxicos como el
sarin. Actualmente se ha vinculado con el metabolismo de lipidos protegiendo a
los fosfolipidos de las LDL de la oxidacién por lo que se ha relacionado con la
prevencion de la aterosclerosis®. La LDL oxidada parece inactivar la PON1 a
través de interacciones entre enzima-grupos sulfhidrilo libres y lipidos oxidados
que se formaron durante la oxidacion de la LDL. Hay estudios que relacionan una
menor actividad de la PON1 en los pacientes que sufrieron infarto del miocardio,
en aquellos pacientes que sufren de hipercolesterolemia familiar y diabetes
mellitus. El incremento en la actividad de la PON1 esta asociado con la ingesta de
polifenoles presentes en vino, el té y jugo de frutas; asi como en pacientes bajo
tratamiento con estatinas y fibratos. La paraoxonasa produce hidrdlisis de los
esteres fosforicos anhidridos asi como uniones fluorofosfatos (P-F) y cianofosfatos
(P-CN), hidroliza los hidroperdxidos formados durante la lipoperoxidacion de las
LDL, de esta forma interrumpen la continuidad de reacciones de una cadena de

lipoperoxidacion®®.
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¢ Vitamina C

El acido ascérbico es un micronutriente esencial para una adecuada funcion
metabdlica. La vitamina C es una lactona de seis carbonos, hidrosoluble, y es un
cofactor para varias enzimas involucradas en la biosintesis de la colagena,
carnitina y neurotransmisores. Actua como donador de electrones o agente
reductor®. Datos de laboratorio sugieren que también puede ser un prooxidante:
la adicion de vitamina C en concentraciones de hasta 0.2 mM potencié 10 pM Fe**
induciendo lipoperoxidaciéon. Concentraciones mayores a 0.2mM mostraron

capacidades antioxidantes de esta vitamina®®.

e Vitamina E

Descubierta en 1922 por Evans y Bishop(57), como un micronutriente esencial para
la reproduccion en ratas, es una mezcla de cuatro tocoferoles (a, f, y, ) y cuatro
tocotrienoles (a, B, y, d) liposolubles®®. El a-tocoferol es el mas activo de los
cuatro ya que atrapa los radicales peroxilo. Las altas concentraciones de esta
vitamina le confieren actividad prooxidante®®. Unido a la parte hidréfoba del o-
tocoferol se encuentra en grupo HO®*™ cuyo atomo de hidrogeno puede ser
facilmente sustraido. Los radicales peroxilo y alcoxilo generados durante la
lipoperoxidacion se combinan preferentemente con el antioxidante en lugar de
combinarse con el acido graso de la cadena adyacente. Esta reaccién convierte al
a-tocoferol en un radical tocoferol-O°, el cual es poco reactivo y por ende incapaz
de atacar los acidos grasos adyacentes lo que conduce a la interrupcion de la
reaccion en cadena. El radical tocoferol migra hacia la membrana en donde
reacciona con la vitamina C y se reconvierte en a-tocoferol®. Se ha reportado

que las concentraciones en el ELF son de 20.7 ng vit E/mL®".

* Licopeno

El licopeno es un pigmento liposoluble que proporciona la coloracién roja a los
jitomates y a la sandia entre otros. Se estima que mas del 80% de la ingesta de
licopeno proviene del jitomate incluyendo jugo de tomate, la salsa catsup, la salsa

para espagueti y la salsa para pizza(ez). Los B-carotenos y el licopeno, son
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trasnportados principalmente en las LDL, protegiéndolas del dafio por
oxidacion®®. El licopeno se ha encontrado en el tejido pulmonar humano y existe
evidencia de proteccion contra cancer pulmonar, aunque estudios de cohorte que
se han realizado no han mostrado esta asociacién, estudios de casos y controles
han mostrado una disminucién del riesgo con un mayor consumo de licopeno vy
jitomate, por lo que esta asociacion necesita ser estudiada con mayor
profundidad®®.

1.17 Sistema antioxidante terciario

La generacion enddgena de radicales libres durante el metabolismo celular genera
dafio al ADN, normalmente no patogénico y detectado en tejido sano como
resultado de la interaccion del HO® con el ADN. El sistema antioxidante terciario
comprende enzimas que participan en la reparacion de las biomoléculas asi

dafiadas®.

1.18 Asma y su relacién con el estrés oxidativo

El asma es una enfermedad inflamatoria cronica en la que intervienen varios
elementos celulares como son los mastocitos, eosindfilos, linfocitos T, macréfagos,
neutrofilos y células epiteliales. La caracteristica de esta enfermedad es la
presencia de sibilancias, tos, expectoracion, opresion del térax de predominio
matutino o nocturno. Esta sintomatologia se asocia a obstruccion del flujo aéreo
de forma variable, el cual puede ser reversible con o sin tratamiento. La
inflamacion de las vias aéreas causa hiperreactividad bronquial a una variedad de
estimulos .

La literatura refiere que en el tracto respiratorio de pacientes asmaticos, se
presentan condiciones favorables para la generacion de ERO®” ya que la mayoria
de las células inflamatorias que participan en el proceso asmatico son capaces de
producirlos, tal es el caso de macréfagos y eosindfilos que al ser activados por
estimulos fisicos, quimicos y biolégicos generan ERO. También se sabe que los

leucocitos de pacientes asmaticos tienen una capacidad incrementada para
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generar estas especies comparada con individuos normales®®. Los mecanismos
inflamatorios precisos que se suscitan durante el asma, no son conocidos en su
totalidad, aunque se ha sugerido la posible participacion de ERO, de origen
leucocitario en la fisiopatologia de ésta enfermedad®. Adicionalmente, se ha
informado que en el paciente asmatico existe una deficiencia en algunos de los

mecanismos antioxidantes?.

1.19Relacion de los leucocitos polimorfonucleares con el asma

Recientemente se ha involucrado a los leucocitos polimorfonucleares (neutréfilos)
como responsables de la gravedad y del dificil control de los pacientes con
asma’". Se ha demostrado la presencia de neutréfilos en las muestras de

(7274 También se ha

expectoracion de pacientes con diagndstico de asma severa
observado una inflamacion a expensas de neutréfilos asi como un aumento de
estas células en las glandulas submucosas de las vias respiratorias en pacientes
que murieron asi como en aquellos que requirieron ser intubados debido a la

(">77) Debido a que son células especializadas en la

severidad del ataque de asma
fagocitosis, los neutréfilos también podrian verse involucrados en la patofisiologia
del asma dada su capacidad de generar ERO y ERN, ya que se ha demostrado
que los neutrofilos que se encuentran en la circulacion se encuentran activados y

no se inhiben mediante la administracion de corticoesteroides orales”™®,

1.20Biomarcadores de dano utilizados para la evaluacion del

estrés oxidativo

El estrés oxidativo, se manifiesta por rompimiento o modificacion de biomoléculas
con la consecuente liberacidbn de una segunda generacion de productos de
oxidacion que a su vez son moléculas muy reactivas, generando un circulo vicioso
que se manifiesta en forma de dafio celular y tisular. La expresion clinica es
fundamentalmente por medio de alteraciones funcionales locales y sistémicas

(hipertension arterial, arritmias, fibrilacidn, bronco-constriccion, shock). El dafio
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molecular puede ser cuantificado en el plasma, sin embargo, algunas
modificaciones inducidas por el estrés oxidativo, como son los cambios
bioquimicos intracelulares (estrés intracelular), sélo pueden ser evaluadas con el
auxilio de metodologia especial’. La Tabla 2 muestra algunos de los marcadores
empleados para la evaluacion del dafno a biomoléculas secundario a estrés

oxidativo™.

Tabla 2.- Marcadores de utilidad para la evaluacion del estrés oxidativo

Tipo de dafo Biomarcador
Malondialdehido

Dienos conjugados

Lipoperoxidacion
A-2,4-hidroxinonenal

Acroleina

Carbonilos totales
Disminucion de SH

Ditirosinas

PAOP Productos de oxidacion

avanzada

Oxidacion de proteinas

Nitro-tirosina

Rompimiento de DNA 8-hidroxi-guanina
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2 JUSTIFICACION

La contaminacion del aire se ha asociado con un incremento en el numero de
exacerbaciones de las patologias respiratorias y cardiovasculares. También se ha
relacionado con una disminucion en la esperanza de vida, dependiente de la
composicion fisicoquimica y del potencial que tienen algunos de los componentes
de las PMy5s de generar RL y de atravesar la barrera alveolocapilar; aunado a la
posibilidad de que estimulen a los neutrdfilos directa o indirectamente para inducir
el estallido respiratorio aumentando a su vez la formacién de ERO y ERN vy
citocinas inductoras a su vez de una mayor generacién de especies reactivas
como es el caso del TNF-a. Estos hechos favorecen y/o agravaban un estado de
estrés oxidativo el cual podria traducirse clinicamente en modificaciones a la
evolucion de la enfermedad. Por lo anterior, es conveniente estudiar la asociacion
directa de la contaminacién del aire por PM,s, con el estallido respiratorio, y
especificamente con la produccion de especies reactivas del oxigeno por los

polimorfonucleares de sangre periférica de sujetos con asma.
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3 HIPOTESIS

El contacto de los polimorfonucleares de sangre periférica de pacientes asmaticos
con las PM; s, inducird una generacion mayor de ERO y ERN y un posible dafo

estructural a biomoléculas afectando su funcion biolégica.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Analizar los efectos de las PM3 5, sobre los polimorfonucleares de sangre periférica

de pacientes con asma, comparados con los de individuos clinicamente sanos.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar en pacientes con asma, la generacidén in vitro de especies
reactivas del oxigeno por polimorfonucleares en contacto con PMys.

2. Cuantificar la actividad de enzimas plasmaticas relacionadas con el estrés
oxidativo y con la defensa antioxidante como son la mieloperoxidas y la
paraoxonasa en pacientes con asma.

Evaluar la predisposicion plasmatica al dano oxidativo.
Correlacionar los marcadores de dafio oxidativo y respuesta en neutrdfilos,
con el grado de obstruccion pulmonar determinado por los parametros de la

funcion pulmonar.

46



Disefio experimental

5 DISENO EXPERIMENTAL
5.1 Tipo de estudio

Transversal, comparativo, analitico, experimental.

5.2 Variable independiente

PM_ 5

5.3 Variable dependiente

Determinacion de: Generacion de ROS y RNS por polimorfonucleares de sangre
periférica, actividad plasmatica de mieloperoxidasa y paraoxonasa, predisposicion

al dano oxidativo.

5.4 Tamano de muestra

El tamafo muestral se determind con base en la comparacion de medias, tomando
los valores de referencia para predisposicion al dafo oxidativo obtenidos por

Torres et al.®.

. N= No. de pacientes.
e Zo= 95%.
e Zp= 80%.

S%= 157.53 yM TBARS/mL plasma

d= 616 yM TBARS/mL plasma

28%(Z 2+ ZB)? 2(157.53)%(1.96+0.84)?
N = N = - =1.02
(d)y? (616)

El resultado obtenido fue de 2 pacientes por grupo.
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6 SELECCION DE PACIENTES

6.1

6.3

Criterios de inclusion

Edad de 30 a 65 ainos

Cualquier sexo

Pacientes con diagndstico de asma leve a moderada, de acuerdo a los
lineamientos de la “Global Initiative for Asthma” (GINA)®".

FEV+ > 50% del predicho, estables

Carta de consentimiento informado

Criterios de no inclusion

Pacientes con rinitis alérgica

Pacientes con poliposis nasal

Embarazo

Pacientes con diagndstico de: cancer, insuficiencia renal, enfermedades

autoinmunes, virus de inmunodeficiencia humana

Criterios de eliminacion

Plasma hemolizado
Separacion celular fallida
Colesterolemia >250 mg/dL

Triacilgliceridemia >250 mg/dL
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7 SELECCION DEL GRUPO CONTROL

7.1 Criterios de inclusion

- Edad de 30 a 65 anos
- Cualquier sexo
- Residentes de la Ciudad de México.

- Carta de consentimiento informado

7.2 Criterios de no inclusion

Padecimientos respiratorios en las seis semanas previas al estudio

Embarazo

7.3 Criterios de eliminacion

- Plasma hemolizado

- Separacion celular fallida

- Colesterolemia >250 mg/dL

- Triacilgliceridemia >250 mg/dL
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8 MATERIAL Y METODOS
8.1 Reactivos

Tris(hidroximetil)laminometano, 3,3’,5,5’-Tetramethyl-benzidina  dihidrocloruro,
Acido tiobarbiturico, Diethyl-p-nitrophenyl phosphate (paraoxon), Luminol (5-
amino-2,3-dehydro- 1,4-phthalazinedione), phorbol myristate acetate (PMA),
ionéforo de calcio (A23187), Eserina, se obtuvieron de Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo.

Acido clorhidrico, alcohol etilico, cloruro de sodio, ciclohexanona, dimetilsulfoxido,
fosfato de potasio, acido tricloroacético, cloruro de magnesio, cloruro de sodio,
cloruro de calcio, tartrato de sodio y potasio, carbonato de sodio, de Quimica
Meyer.

Acido acético glacial, Sacarosa, de Control Técnico y Representaciones, CTR
Scientific

Hidroxido de sodio, dextrosa, Sodio EDTA, cloruro de amonio, bicarbonato de
sodio, cloruro de potasio, fosfato de sodio dibasico, fosfato de sodio monobasico,
de Reactivos y Productos Quimicos Finos, PQF. Catalasa, butilhidroxitolueno de
Merck-Schuchardt, Germany. FeCl,, Peréxido de hidrégeno, de Laboratorios

Fermont. Polymorphprep™ (Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway).

8.2 Obtencioén del material particulado

Las particulas respirables [didmetro aerodinamico < 10um (PMyg)] y particulas
finas [< 2.5 ym (PM_5)] se colectaron en el Centro Nacional de Investigacion y
Capacitacion Ambiental (CENICA) del Instituto Nacional de Ecologia (INE) de la
Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT). CENICA esta
situado en el sureste de la ciudad de México (zona Iztapalapa) en el campus de la
Universidad Autonoma Metropolitana. Es la zona mas poblada de la ciudad,
cuenta con industrias alimentarias y se encuentra a menos de 2 km de distancia
de la central de abastos. Los muestreadotes se localizaron en el techo de un

edificio de cuatro pisos.
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Catorce (PM1o) y 13 (PM25) muestras se obtuvieron de manera simultanes durante
un periodo de 24 horas, de mayo, 2005 a Febrero, 2006. Las muestras fueron
obtenidas con un muestreador de alto volumen Andersen-Graseby sobre filtros de
fibra de vidrio (Whatman). Antes y después de la colecta de las muestras, los
filtros se condicionaron a 22 + 3°C y 40 + 5% RH durrante un periodo de 24 horas,
posteriormente se pesaron en una balanza analitica (Sartorious, sensibilidad de
10™* g). Después de haber sido pesados, se procedid a tomar un segmento del
filtro que contenia las PM4o para el anélisis quimico de acuerdo con los estandares
de la USA EPA (1996 y 1998) mediante “inductively coupled plasma atomic
emission spectroscopy” (Perkin Elmer, 3300 DV), y espectroscopia de absorcion
atoémica (Varian, Spectra A-2). Otra submuestra de los filtros de PMyo se analizo
con el microscopio electronico (JEOL, JSM-5900 LV) acoplado con un
espectrofotometro de energia de dispersion (Oxford) con un detector de rayos X
con el objetivo de conocer el diametro de distribucion asi como la composicion
individual de las particulas. El filtro con la muestra de PM,5 se “barrio” en su
totalidad con ayuda de una brocha y el material obtenido mediante este
procedimiento se colecto en viales de polietileno. La masa de particulsa obtenida
vario de 18 to 80 mg. Una vez que se colectaron las PM,5 se transfirieron al
Departamento de Investigacién en Bioquimica y Medicina Ambiental del Instituto

Nacional de Enfermedades Respiratorias.

8.3 Obtencién y procesamiento de las muestras de sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron por personal calificado del laboratorio
clinico del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, México, D.F. Estas
se obtuvieron en tubos vacutainer (2) con heparina como anticoagulante,

adicionado con 10uL/mL de sangre de BHT 2mM.

8.4 Separacion de los polimorfonucleares

Se procedio a aislar los neutrofilos mediante densidad de gradiente utilizando una

solucién de Polymorphprep™ (Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway)®*%,
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Mediante este procedimiento y después de centrifugar a 2400 rpm, se obtuvieron
cuatro zonas de diferente densidad (plasma, monocitos, neutrofilos, meido de
separaciéon y eritrocitos). Mediante pipetas Pasteur, se procedié a separar la
primera y la tercer capa para realizar el protocolo de experimentacion. Se adiciond
amotiguador de Krebs-Ringer fosfato, con un pH de 7.4, enriquecido con 1 mg/mL
de glucosa (KRPG) y se centrifugd nuevamente a 2400 rpmm por 5 min., se
desechd el sobrenadante y para remover los restos de eritrocitos de la muestra de
neutréfilos se utilizé un choque hipoténico, posterior al choque hipoténico se
adiciond nuevamente KRPG centrifugandose a 2400 rpm por 5 min. Finalmente, el
boton cellular se resuspendié con amortiguador de KRPG a una concentracién

final de 1 x 10° cells/ml.

8.5 Quimioluminiscencia

La técnica de quimioluminiscencia (CL) se desarrollé6 de acuerdo con el método de
Trush® con algunas modificaciones. La temperatura de reaccion se establecié en
25°C y la lectura se realizé durante 10 minutos en un luminémetro marca Turner
(20/20n Luminometer, Turner BioSystems, Sunnyvale, CA.). El luminol, se disolvi
inicialmente en etanol absoluto a una concentracion de 25 mM. Esta solucion se
almacend en un vial oscuro a una temperatura de 4°C. En la manana del
experimento, se tomaron 2ul de esta solucion y se agregaron al sistema para dar
una concentracion final de 100 uM. La respuesta de CL se detectd en viales de
polietileno con un volumen de reaccion de 0.5 mL, con 25 ul de la suspencion
celular (1x10° cel/mL), para medir la respuesta basal. Posterior a los 10 minutos
de lectura se agreg6 3 pl de éster de forbol, a una concentracion de 160 uM en
KRPG en presencia o ausencia de 10 ul equivalentes a 20 uyg de PMys. El vial se
mezcld por inversion y se realizé un conteo cada 10-sec durante un tiempo total de

10 minutos.
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8.6 Determinacioén de los parametros de estrés oxidativo en

plasma

* Actividad de paraoxonasa en plasma
Antes de evaluar la actividad de la enzima, el plasma se incubd con eserina 0.66
mM por 10 min a temperature ambiente para inhibir la actividad de la
butirilcolinesterasa y prevenir una posible interferencia con la determinacion de la
actividad de la PON, la cual fue determinada mediante la técnica propuesta por
Abbot et al.®),

* Actividad de mieloperoxidasa en plasma
La actividad de mieloperoxidasa se determind por el método de Bozeman®?®,
brevemente, se tomd 10 ul de plasma en tubos de polietileno con buffer de acetato
a una concentracion de 0.05 M con un pH de 5.4, enriquecido con sacarosa 0.3 M
y se agreg6 100 pl de tetrametilbenzidina 1.4 mM, y 100 ul peroxido de hidrogeno
3.0 mM, con y sin adicion de 50 pl de la suspension de PM,s, las muestras se
incubaron a 37°C durante 10 min. Al final de este tiempo, se agregd 10 pl de
catalasa a una concentracion de 1300 U/ml y 100 ul de acido acético 0.2M,
posteriormente, las muestras se mezclaron con el vortex y se centrifugaron a 3000
rom durante 5 min, el sobrenadante se cuantific6 a una longitud de onda de
655nm y los resultados se expresaron como unidades de MPO units. Una unidad
(U) se definié como la cantidad de enzima necesaria para catalizar un incremento
de 0.1 con una absorbencia de 655 nm y a 25°C. La actividad especifica se

expreso en U MPO/mg proteina.

* Predisposicion al dano oxidativo
Los fosfolipidos plasmaticos son ricos en acidos grasos insaturados forman parte
de las LDL (en un 22%) y de las HDL (en un 25-30%), éstos se analizaron en
cuanto a su resistencia a un dafo especifico que genera sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS). En este caso, evaluamos la formacién in vitro de
TBARS utilizando la reaccién de Fenton como generador de radicales hidroxilo
(HO+) y evaluamos la cantidad de TBARS formadas. El procedimiento fue el

siguiente: 5 ul de plasma se colocaron en un tubo pyrex con tapa y se adicioné
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amortiguador de Tris a una concentracion de 7.2 mM (pH 8.2), la mezcla se incubd
a 37°C durante 15 min en presencia de H,O a una concentraciéon de 5 yM y 5 uM
de FeCls. Al final de la incubacién, se adiciond 1 mL de &cido tiobarbiturico 0.375%
en 0.2 N HCI y se mezclé por vortex, se puso a ebullicion durante 15 min. Una vez
que la muestra alcanzé la temperatura ambiente se adicion6 0.5 ml de HCI 0.2 M,
y le leyé a una longitud de onda de 532 nm. Los valores obtenidos se expresaron
como TBARS uM por mililitro de plasma. El 1,1,3,3-tetrametoxipropano a una

concentracion de 0.1 mM en acido sulfdrico 1% se utilizé como estandar®”.

8.7 Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media £ desviacion estandar. Se aplico la prueba
de t pareada para comparar dos grupos (antes y después) y la prueba de ANOVA
la comparacion multiple de Bonferroni se utilizé para la comparacién intergrupal.
La diferencia se considero significativa con una p < 0.05. Los datos se analizaron
con ayuda del paquete estadistico GraphPad Prism software (version 5.0 para
Windows; GraphPad Software Inc., La Jolla, CA).

8.8 Aspectos éticos

Este estudio se realizé con base en el Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigaciéon para la Salud; Titulo segundo, Capitulo I, Articulos 13, 14
y 17. Categoria Il. Se considera que es una investigacién con riesgo minimo
derivado de procedimientos comunes como son examenes fisicos y la extraccion

de sangre por puncion venosa.
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9 RESULTADOS
9.1 Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio

Las caracteristicas clinicas de los sujetos del grupo control y de los pacientes con
asma se muestran en la Tabla 3. Los pacientes con asma se encontraban estables
en el momento del estudio. Aunque algunos datos de laboratorio de los pacientes
mostraron diferencias estadisticamente significativas comparados con el grupo
los valores estandar

control, los parametros de laboratorio no superaron

establecidos por el laboratorio clinico de la Institucion.

Tabla 3- Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio

Grupo control | Grupo Asma | Valorde p

N 11 06

Género Q7304 Q 06

Edad 43.5+6.3 494 +11.5 0.1422
IMC 26.3+3.4 296 +2.2 0.0721
FVC% 95.0+12.2 90.4 £ 18.2 0.5407
FEV1% 99.4 +12.3 83.6 £21.5 0.0702
FEF25.75% 112.9 £ 23.9 54.11+ 23.2 0.0002

9.2 Caracteristicas del material particulado

Las concentraciones de PM medidas en CENICA fueron de 73 y de 32 ug/m® para
PMio y PMy 5, respectivamente. La concentracién promedio de 24 horas en este
estudio se encontré por debajo de los estandares mexicanos de calidad de aire
para PMyo (120 pg/m®) and PM2s (65 pg/m®), sin embargo estas concentraciones
excedieron el estandar anual de 50 pug/m?® para PMg y 15 pug/m?® para PM, s (Figura
4). Los datos obtenidos durante esta campafa de monitoreo, mostraron
variaciones estacionales. La fraccion de PM;5s contribuyo de un 49 a 47 % a la
fraccion de PM1o durante la estacién de lluvia (Mayo-Junio) y de 31 a 38% durante
la estacion seca (Enero-Febrero) debido a los efectos de la resuspension y erosiéon
del suelo, el cual contribuye al incremento en la fraccion de PM4, (Figura 5). En el

filtro de la fraccion de PMyo se evaluaron metales, incluyendo el Cu, Fe y Zn; la
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concentracion promedio encontrada fue de 0.193, 0.838 y 0.127 pg/m®
respectivamente. Se encontré una variabilidad en la masa de estos elementos
probablemente debido a las variaciones climatolégicas y estacionales, por
ejemplo, el Fe como indicador de particulas provenientes del suelo, se incrementd
dos veces durante la estacién de secas y tuvo una correlacién con las PMyg
(p<0.05); el Zn y el Cu no mostraron una clara asociacién entre ellos, sin embargo,
el 14 de mayo, ocurrié un episodio aparente de Cu-Zn. El Zn mostré un ligero
incremento durante la estacién de secas contrariamente a las concentraciones de
Cu, (Figura 5). Con la finalidad de conocer la composiciéon de las muestras de
PM.s, las muestras de filtros de PMo fueron analizadas con el microscopio
electronico de reflexion de superficie, se seleccionaron y analizaron 216 particulas
individuales, se evaluaron manualmente utilizando el microanalisis por dispersion
de energias de rayos X (EDX). Se realizdé un registro individual de la forma y
tamano de las particulas, la caracterizacidén cuantitativa y semicuantitativa,
porcentaje de carbodn, oxigeno, S, Fe, y Cu. La informacion obtenida se presenta
en la Tabla 4. Las particulas mostraron diversas formas incluyendo esferas (1, 3 y
8), aglomerados (2, 4 y 7), placas (5 y 6) y formas reticulares (9) las cuales
correspondieron a particulas PM+o (indicadas por los numeros 1-5) y la fraccion
fina (6-9), (Figura 6). Estos analisis mostraron que el carbén y el oxigeno fueron
los principales componentes, derivados de contenido mineral y de la combustién
incompleta de combustibles fésiles; EI S se observd solamente en los
aglomerados (<4.1%) y las formas irregulares (<12%) en la fraccion PM1 y en la
fraccidon fina se observo soélo en las formas irregulares constituyendo menos del
2% de su contenido. Ademas, se detectd la presencia de elementos metalicos
como hierro y cobre, el primero alcanzé el mayor porcentaje en las formas
irregulares y en los aglomerados en ambas fracciones y el segundo; se encontrd
en todas las categorias de la fraccion fina a excepcion de la forma de aglomerados
y contribuyé con menos del 3% y 1.5% en las fracciones gruesa y fina
respectivamente. La presencia del contenido de Fe y Cu en los agregados de
hollin y las formas esféricas de la fraccion fina son indicativas de una combinacién
de la fuente natural y antropogénica influenciada por la presencia de emisiones

originadas por incineradores y fundidoras en el area de estudio.
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Tabla 4- Clasificacion individual de PMy, por microscopia electronica de barrido

PM,, fraccion gruesa (diametro > 2.5 < 10 pym)

Esférica Aglomerados Irregulares
N=13 N=45 N = 86
Elementos Min Max Min Max Min Max
C 26.5 68.6 17.2 60.0 14.2 59.1
(o) 25.6 45.0 25.7 44.8 11.9 494
S nd nd 0.8 4.1 3.8 12.0
Fe 0.4 1.9 0.3 12.0 0.4 11.8
Cu 0.4 1.0 0.7 1.5 0.4 3.6
PM, 5 fraccion fina (diametro < 2.5 pm)
Esféricos Aglomerados Irregulares Agregados de Hollin
n=12 n=10 n=28 n=22
Elementos Min Max Min Max Min Max Min Max
(o 13.0 60.2 | 20.6 55.8 18.8 44 1 23.3 54.0
(o) 27.2 435 | 30.0 44.3 25.8 51.3 215 41.9
S nd nd nd nd 0.5 1.9 nd nd
Fe 0.6 3.1 0.7 3.3 0.4 2.3 0.4 0.9
Cu 0.5 1.0 nd nd 0.7 1.2 0.5 1.5

nd= no detectado

Figura 6 — Microfotografia de particulas respirables colectadas en CENICA

Numeros 1, 3 y 8 corresponden a esferas; numeros 2, 4 y 7 corresponden a

aglomerados; 5 y 6 placas; numero 9 corresponde a la forma reticular.

Numeros 1-5 corresponden a la fracciéon gruesa y los numeros 6-9 a la

fraccion fina
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9.3 Generacioén in vitro de especies reactivas del oxigeno por los

polimorfonucleares

La generacion in vitro de ERO se evalué mediante quimioluminiscencia (QL) y se
expresé como area bajo la curva (ABC). La QL ABC de las muestras de NGC y de
NGA en condiciones basales fue de 3.425 x 10° + 2.018 x 10° y de 2.044 x 10° +
1.462 x 10°, respectivamente, como consecuencia del metabolismo normal. La
adicién de PMy5 no estimuld la QL en NGC (3.425 x 10° + 2.018 x 10° vs. 2.889 x
10° + 2.894 x 10°). En el grupo NGA, se produjo un incremento de casi tres veces
en la respuesta de QL, sin embargo, este incremento no fue estadisticamente
significativo, p = 0.07 (2.044 x 10° + 1.462 x 10° vs. 5.623 x 10° + 4.678 x 10°)
(Figura 7-A). Cuando se considerd la respuesta individual en cada uno de los
grupos, los NGC mostraron una disminucion en la respuesta posterior a la adicion
de PM; 5 cuando se comparoé la respuesta basal (por ejemplo, la respuesta de las
células de un individuo sano fue de 1.148 x 10° vs. 0.157 x 10°) antes y después
de la adicién de las particulas, mientras que la respuesta en las células de un
individuo asmatico después de adicionar las PM, s fue mayor (2.63 x 10° vs. 3.74 x
10°) (Figura 7-B).
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Figura 7 — Generacion in vitro de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno por

polimorfonucleares en contacto con PM,s.

A. Produccién in vitro de especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno por
neutrofilos del grupo control (NGC) comparado con el grupo asma (NGA),
evaluados por quimioluminiscencia y expresados como area bajo la curva (ABC). La

grafica representa la media del ABC para cada grupo

B. Cada linea representa la respuesta de quimioluminiscencia para cada sujeto que
particip6é en el estudio, antes a y después del tratamiento con PM,s. El patron

muestra un incremento en la respuesta en el grupo NGA
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9.4 Actividad plasmatica de la mieloperoxidasa

La Tabla 5 muestra la actividad de la MPO expresada como unidades/mg proteina
(1 U =AA 0.01/min a 655 nm). La actividad enzimatica incrementd 2.18-veces en
el grupo de asmaticos comparada con el grupo control (p < 0.05). Con el fin de
normalizar los datos, hicimos una relacion con los datos de la actividad de la MPO
en el plasma con la respuesta de CL dado que la MPO se encuentra en los
neutrofilos, este parametro reflejaria una atenuacion de la activacion de los

neutrofilos en ambos grupos (Figura 8).

Tabla 5- Caracteristicas bioquimicas del grupo control y del grupo de asma

Grupo control | Grupo asma | Valor de p
Eosindfilos
Neutréfilos
APO-A 133.3 £ 19.93 165.0 + 27.59 0.0150
(mg/dL)
MPO . 2417 +18.21 52.58 + 25.44 0.0250
(U/mg proteina)
PON
(nmol p-nitrofenol/mg 0.07 £0.02 0.02 £0.02 0.0005
APO-A)
TBARS
(WM TBARS/mL plasma) 157.6 + 1154 | 497.6 £234.3 0.0008

Los valores se expresan en medias + desviacion estandar
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Figura 8 — Relacién area bajo la curvalactividad de mieloperoxidasa (ABC/MPO)

para el grupo de asma comparado con el grupo control

La relacion muestra un incremento en la respuesta inflamatoria de las células

expuestas a PM2.5, contrariamente a la disminucion observada en el grupo control

9.5 Actividad plasmatica de la paraoxonasa

La actividad de paraoxonasa se expresd0 como nmol de p-nitrofenol fosfato
formado por miligramo de apolipoproteina A (Tabla 5). La actividad de la
paraoxonasa disminuyo6 3.5 veces en pacientes con asma comparado con el grupo
control (p < 0.001). Se normalizé la actividad de la paraoxonasa de la misma

manera que para la MPO (Figura 9).
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Figura 9 - Relacidon del area bajo la curva/actividad de paraoxonasa (ABC/PON) para

el grupo de asma comparado con el grupo control

La grafica muestra la generacion de las especies reactivas del oxigeno (ERO) en

funcion de la proteccién enzimatica, la cual se ve alterada en el grupo de asma

9.6 Predisposicion a la lipoperoxidacion del plasma

La Tabla 5 también muestra la formacién in vitro de TBARS como resultado de la
lipoperoxidacion de alicuotas de plasma, mediante la reaccion de Fenton. La
formacion de TBARS se expresé como pmol por mL de plasma, en el grupo de
pacientes con asma la formacion de TBARS se incrementd 3 veces comparado

con el grupo control (p < 0.001) (Figura 10). Debido a que la respuesta se vio
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incrementada en el grupo de pacientes con asma, decidimos comparar este

parametro con los de estrés oxidativo con el fin de determinar una respuesta

general.
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Figura 10.- Susceptibilidad del plasma a la lipoperoxidacion

La grafica muestra una mayor susceptibilidad del grupo de asma a la

lipoperoxidacion como consecuencia del estrés oxidativo
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10 Discusion

La generacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno que funcionan como
radicales libres con funcidén oxidante monoelectrénica forma parte de diversos
procesos fisiologicos. Entre los eventos descritos que estan asociados se
destacan los casos de fusiones celulares inducidas por ERO como parte de los
procesos de ovulacion, fecundacion e implantacion del cigoto de mamiferos. Por
otro lado, la generacion de ERO y su control antioxidante se considera en la
actualidad como un proceso asociado a la homeostasis, como puede constatarse
con los mecanismos implementados por el aparato respiratorio para protegerse de
las alteraciones producidas por los gases toxicos a que esta expuesto, uno de
esos mecanismos es a través de los sistemas antioxidantes®® que incluyen una
respuesta sistémica de adaptacion contra la contaminacion del aire, como fue
demostrado por nuestro grupo al reportar una disminucion en la actividad de la
superoxido dismutasa (SOD) y un aumento en la produccion de TBARS en 21
voluntarios sanos que nunca antes habian vivido en la ciudad de Meéxico,
comparados con individuos que siempre habian vivido en esta ciudad"”. Por otro
lado, después de 16 semanas de exposicion a los contaminantes del aire de la
ciudad de México, el grupo de estudio incrementd su capacidad antioxidante del
plasma y disminuyé la lipoperoxidacion, presentando valores similares a los de
individuos que habian pemanecido expuestos a la atmdsfera contaminada por
varios afios'®. Entre los eventos biolégicos mediados por ERO, se encuentran
factores o moléculas de sefalizacion importantes que estan involucradas en el
dafio y muerte celular. Considerando que el aparato respiratorio representa el
primer sistema fisioldgico expuesto a la contaminacion del aire, decidimos estudiar
el impacto biolégico de los contaminantes en un proyecto relacionado con
pacientes respiratorios entre los que destacan los pacientes con asma, en los que
por datos clinicos y experimentales se ha sugerido que los oxidantes tienen una
participacion importante en la patogénesis de esta enfermedad asi como en otras
alteraciones respiratorias(ag) En particular, hay evidencias que demuestran que

durante la inflamacién cronica tipica del asma se incrementa el estrés oxidativo en
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las vias respiratorias. Entre los mecanismos desencadenantes de asma se
incluyen las infecciones virales y los contaminantes del aire que pueden activar la
produccion de ERO, teniendo como resultado un aumento de la inflamacion
redundando en las caracteristicas de comportamiento de la sintomatologia del
asma®.

De los resultados presentados en la figura 7, podemos considerar que la
capacidad para mantener la generacién basal de ERO en respuesta al reto con
particulas en los neutréfilos de voluntarios sanos (3.425 x 10° + 2.018 x 10° vs.
2.889 x 10° + 2.894 x 10°) podria ser debida a la eficiente captacion de las
particulas por las células que rapidamente fagocitan las que son insolubles®”.
Aunque la respuesta no fue estadisticamente significativa probablemente debido al
tamafo de la muestra, los neutréfilos de los pacientes asmaticos practicamente
triplicaron su respuesta in vitro al ser expuestos a las PMys (2.044 x 10° + 1.462 x
10° vs. 5.623 x 10° + 4.678 x 10°). Esta respuesta podria estar relacionada con la

92,93

activacion de citocinas proinflamatorias como TNFa e IL-6%%% |os cuales son

9.9 de los neutrofilos de estos

factores que disminuyen la capacidad fagocitica'
pacientes. El mecanismo mediante el cual las particulas alteran la capacidad
fagocitica no esta completamente dilucidado y en la actualidad es aun tema de
controversia. Algunos grupos han argumentado que este dafio podria estar
relacionado a la carga catidnica en las PM; 5 debido a la presencia de los metales
de transicién contenidos en las particulas como es el caso del Fe y el Cu®®®. por
otro lado, se ha propuesto que los componentes organicos y el carbén negro
contenidos principalmente en las particulas ultrafinas confieren una mayor
toxicidad in vivo e in vitro comparadas con la particulas finas, y que este efecto es
independiente del contenido metalico soluble®. La importancia de la carga en las
moleculas xenobioticas esta relacionada con la afinidad de los receptores

(190): 13 internalizacion parece estar incrementada

scavenger por el material extrafio
en las células previamente expuestas a las particulas. El incremento significativo
en la actividad de la MPO en el plasma de pacientes con asma comparado con el
grupo control (52.58 + 25.44 vs 24.17 + 18.21 U MPO/mg de proteina) (Tabla 4),
sugiere un posible incremento en el riesgo de desarrollar crisis de asma en estos

pacientes debido a una menor biodisponibilidad de oxido nitrico dado que este gas
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es un sustrato fisiolégico para las peroxidasas y utiliza como cosustrato al
H,0,"Y. Por otra parte, el H,O, es utilizado por la MPO para generar
intermediarios reactivos capaces de iniciar la lipoperoxidacién y el dano a
proteinas a través de la reaccion de cloracion que permite la generacién de
aldehidos reactivos que a su vez incrementan la posibilidad de dafio celular!'%%1%),
Adicionalmente, los pacientes con asma mostraron una disminucion significativa
en la actividad de la paraoxonasa 0.02 £ 0.02 comparado con 0.07 = 0.02 del
grupo control indica la posibilidad de que la capacidad enzimatica que permite
interrumpir la cadena de lipoperoxidacién al hidrolizar los lipoperoxidos formados,
esta disminuida en estos pacientes. Ademas en nuestros resultados destaca que
la sintesis hepatica de apo-A se incrementd en los pacientes asmaticos, tal vez
como mecanismo compensatorio (133.3 £ 19.93 vs 165.0 + 27.59; p=0.015). Sin
embargo, a pesar de este incremento, la actividad de PON fue menor en estos
pacientes posiblemente como resultado también de un incremento en la actividad
de la MPO, la cual ha mostrado, en varios estudios la capacidad de oxidar la

109) 'y se ha considerado como un factor de riesgo para el

105-108

tirosina 192 de la apo-A!
sindrome coronario agudo( ). A esta capacidad para oxidar a la apo-A podria
atribuirse la disminucién en la actividad de la PON. Evidencias epidemiolégicas,
clinica y experimentales relacionan las concentraciones ambientales de
contaminantes con alteraciones respiratorias y cardiovasculares, que se pueden
relacionar con los efectos agudos téxicos resultado de la contaminacion del aire
incluyen cambios en la funcién pulmonar, frecuencia cardiaca, presion arterial y en
el estado inflamatorio. Las consecuencias clinicas de dichos efectos incluyen
sintomas respiratorios trombosis, infarto del miocardio, arritmias y embolia, en los
que el estrés oxidativo agudo, la inflamacion, la induccion de estados
protrombéticos asi como disfuncion de sistema nervioso autbnomo parecen tener

109110 Con base en las evidencias anteriores y en

una participacion importante(
nuestros resultados, podemos sugerir que algunos componentes de PMa;s
interactuan con los receptores membranales activando la NADPH oxidasa e
incrementando la generacion de ERO en el grupo de pacientes asmaticos. A
diferencia del grupo control, el grupo de pacientes asmaticos fue probablemente

incapaz de contrarrestar la generacion de ERO debido a los mediadores

67



Discusion

inflamatorios prevalentes en su enfermedad aunado al estado de estrés oxidativo
demostrado por el incremento en la actividad de la MPO y la mayor predisposicion
a la lipoperoxidacion ademas de la disminucion en la actividad de la PON. La
reduccion en la actividad de la PON indica una inflamacién generada por
unadisminucion en la capacidad de los neutrdéfilos de los pacientes con asma para
modular las ERO (Figura 6). Esta respuesta se ve reflejada en una mayor
susceptibilidad para la lipoperoxidacion en esos pacientes (Figura 7).El aumento
en la generaciéon de ERO en estos pacientes podria estar relacionada con una
disminucion en la biodisponibilidad del oxido nitrico, provocando un incremento en

la susceptibilidad a las crisis asmaticas inducidas por la contaminacion del aire.
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11 Conclusiones

Con base en los resultados aqui presentados y en las evidencias experimentales
comunicadas por otros grupos de investigacién, podemos concluir que se presentd
una respuesta dual en la generacion de ERO y ERN por los neutréfilos de
pacientes con asma y sujetos sanos expuestos a las PMys. Nuestros hallazgos
sugieren que las PM,s afectan a los neutréfilos directamente induciendo un
incremento en la generacion de ERO y ERN en los pacientes asmaticos. Los
neutréfilos de los pacientes asmaticos se mostraron incapaces de modular su
respuesta ante el estimulo con las particulas, debido a su estado de estrés
oxidativo secundario a un estado inflamatorio sostenido. Este hecho se relaciona
con el aumento en la actividad de la MPO, una disminucion en la actividad de la
PON vy la mayor susceptibilidad a la lipoperoxidacion, podrian favorecer las
infecciones bacterianas asi como un incremento en el riesgo para presentar crisis
de asma. Existe la posibilidad de que exposiciones prolongadas y a mayores
concentraciones de contaminantes probablemente se induzca un dafio molecular
de mayor magnitud en la poblacién expuesta, este dafo incluye efectos bien
documentados de estrés oxidativo como son: la modificacion de hormonas
circulantes que se traducen por alteracion en sus funciones!"'®'" falta de
reconocimiento de los receptores de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)

"2 dafio celular y lesién tisular. Son

debido a la oxidacion de la apo B-100'
necesarios estudios mas detallados con respecto a las vias de sefalizacion
especificas para la induccién de la degranulacion y/o los mecanismos de la
internalizacion bacteriana y de las particulas finas y ultrafinas proporcionaria un
mejor entendimiento sobre los mecanismos mediante los cuales las particulas

ejercen su efecto toxico.
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