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Abstract

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) are ubiquitous components of polluted
air. The Mexico City Metropolitan Area (MCMA), one of the most densely populated areas
in the world, is 2240 m above sea level. At this altitude, less oxygen is available, making
combustion less efficient and therefore producing more PAH pollutants. According to the
Automatic Monitoring Network in Mexico City (RAMA, for its Spanish initials;
http://148.243.232.103/imecaweb/base  datos.htm), which  performs environmental

monitoring, the critical air pollutants in Mexico City are ozone and particulate matter (PM).
PM emissions increase during the dry season (winter-spring) and decrease during the rainy
season (summer-autumn). The bioactivation of some PAHSs produces reactive metabolites
that bind to DNA, and the presence of elevated levels of PAH-DNA adducts in tissues such
as blood lymphocytes represents an elevated risk for the development of cancer. We have
compared the levels of PAH-DNA adducts and the percentage of cells with chromosomal
aberrations (CWA) using a matched set of peripheral blood lymphocytes obtained on two
separate occasions from young non-smoking inhabitants of the MCMA (n=92) during the
2006 dry season and the following rainy season. PAH-DNA adducts were analyzed using
the r7, t8-dihydroxy-t-9, 10-oxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]pyrene (BPDE)-DNA
chemiluminescence immunoassay (CIA). The percentages of CWA were determined in
cultured lymphocytes from the same individuals. Both DNA adduct levels and
chromosomal aberrations were tested for correlation with lifestyle and the polymorphisms
of cytochromes P450 CYP1Al and CYP1B1 as well as glutathione-S-transferases GSTM1
and GSTT1. The levels of PAH-DNA adducts were significantly higher (p<0.001) in the
dry season (10.66 + 3.05 per 10° nucleotides, n=92) than during the rainy season (9.50 +
2.85 per 10° nucleotides, n=92) and correlated with the seasonal levels of PMio. The
percentage of CWA was not seasonally related, however significant associations were
observed between the number of risk alleles and PAH-DNA adduct levels in the dry
(R=0.298, p=0.048) and wet (R=0.473, p=0.001) seasons.


http://148.243.232.103/imecaweb/base%20datos.htm

Resumen

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs) son contaminantes ambientales
ubicuos que se generan por la combustion incompleta de materia orgénica y se presentan en
mayor concentracion en ambientes urbanos. La Zona Metropolitana del Valle de México
(ZMVM), una de las metropolis con mayor densidad de poblacion, se ubica a una altitud de
2240msnm; a esta altitud la concentracion de oxigeno en la atmdsfera es 23% menor que al
nivel del mar, por lo que los procesos de combustion son menos eficientes y se genera una
mayor cantidad de contaminantes ambientales como los PAHs. Segun la Red Automatica
de Monitoreo Atmosférico (RAMA), los contaminantes ambientales criticos en la ZMVM
son el Ozono vy las particulas suspendidas (PM) menores a 2.5uM y a 10uM (PM_5 y PM3q
respectivamente). Las emisiones de PM (entre las que se encuentran los PAHS) se
incrementan durante la época seca (invierno-primavera) y disminuyen durante la época de
lluvias (verano-otofio). Los PAHSs entran al organismo por inhalacion, ingestion o absorcion
cutanea, atraviesan facilmente las membranas celulares por su caracter liposoluble y una
vez dentro de las células son metabolizados para su eliminacion en un proceso que se
conoce como biotransformacion. La bioactivacién de algunos PAHs produce metabolitos
reactivos como el benzo(a)pireno diol epoxido que pueden unirse covalentemente con el
DNA formando aductos PAH-DNA. Niveles elevados de aductos en los tejidos representan
un mayor riesgo para desarrollar cancer. En un estudio longitudinal, comparamos los
niveles de aductos PAH-DNA y el porcentaje de células con aberraciones cromosomicas en
92 jovenes adultos no fumadores habitantes de la ZMVM durante la época seca y la época
de lluvias de 2006. Analizamos los niveles de aductos mediante un inmunoensayo de
competencia (CIA) que permite la identificacion de aductos PAH-DNA con un limite de
deteccion de ~1.5 aductos/10° nucleétidos utilizando un anticuerpo que reconoce DNA
modificado con r7, t8-dihidroxi-t-9, 10-oxi-7, 8, 9,10-tetrahidrobenzo[a]pireno. Por otro
lado, determinamos el porcentaje de células con aberraciones cromosdmicas en cultivos de
linfocitos en las dos épocas del muestreo. Ambos biomarcadores se analizaron tomando en
cuenta el estilo de vida de los individuos y asi como la presencia de variantes alélicas de
riesgo para enzimas de metabolismo de PAHSs, citocromos P450 (CYP 1Al *2A, *2C y *4;
CYP1B1*3) y glutatién S-transferasas (GSTM1 y GSTT1). Los niveles de aductos PAH-
DNA fueron significativamente mas altos (p<0.001) en la época seca (10.66 + 3.05 por 10°



nucleétidos, n=92) que en la época de Iluvias (9.50 + 2.85 por 10° nucleétidos, n=92), lo
que correlaciond con los niveles de PMg en la ZMVM durante las dos estaciones. El
porcentaje de células con aberraciones cromosémicas no se vio afectado estacionalmente.
No se observé asociacion entre las variantes polimorficas de riesgo cuando se analizaron
individualmente y los biomarcadores de exposicién (aductos PAH-DNA) o de efecto
bioldgico temprano (porcentaje de células con aberraciones cromosomicas); sin embargo,
observamos una asociacion significativa entre el nimero de alelos de riesgo y los niveles de
aductos tanto en la época seca (R=0.298, P=0.048), como en la época de lluvias (R=0.473,

P=0.001), lo que mostro el efecto aditivo de los polimorfismos de riesgo.



INTRODUCCION.

1. 1 Exposicion a contaminacién en la ZMVM.

La contaminacién ambiental es uno de los principales problemas que enfrentan las
grandes ciudades como la de México. Se ha asociado la presencia de efectos adversos en la
salud debido a la presencia de contaminantes aéreos como: hidrocarburos aromaticos
policicliclos (PAH) y otros compuestos organicos que se adsorben en las particulas
respirables <2.5um (Beeson, W. L., et al. 1998, Sram, R. J. and Binkova B. 2000, Hudson,
R., et al., 2006; and Calder6n-Garciduefias, L., et al. 2007).

El deterioro de la calidad del aire en la ciudad de México es el resultado de la
interaccion de la ciudad con su entorno natural. La dindmica urbana, las actividades diarias
vinculadas con la actividad econémica y social, el consumo de combustibles por la industria
y el transporte, las condiciones naturales del valle, la expansion de la mancha urbana, el
climay las condiciones fisiogréaficas, entre otras, influyen notablemente en la concentracién
y comportamiento de los contaminantes en el aire (calidad del aire de la ciudad de México
2008).

Los diferentes programas de gestion aplicados en los ultimos afios en la ZMVM han
contribuido a la reduccion en la concentracién de la mayoria de los contaminantes
gaseosos. No asi para las particulas suspendidas y el ozono, que en algunos dias aun
rebasan los valores de la NOM. En los Gltimos afios, las concentraciones de dioxido de
azufre, mondxido de carbono, dioxido de nitrégeno y plomo, se han mantenido por debajo
de las concentraciones limite definidas por la NOM. Por otra parte las concentraciones de
ozono Y particulas suspendidas contintian superando los valores recomendados por la NOM
para la proteccion de la salud. En el caso del ozono, sus concentraciones superaron el valor
limite para una hora de 0.110 ppm en mas del 50% de los dias en 2006 afio en el que se
realizé el presente estudio. El indicador para el promedio de 8 horas, de 0.080 ppm, se
rebasé en todas las estaciones de monitoreo. En el caso de las particulas suspendidas no se
logro el cumplimiento de la NOM en varias de las estaciones de monitoreo. Los datos de
las estaciones localizadas en los municipios conurbados del Estado de México, indican que

son los mas afectados por este contaminante.



El ozono y las particulas suspendidas tienen un impacto importante en la salud de la
poblacion, son responsables de diversas enfermedades y tienen una asociacion directa con
el incremento en la mortalidad. Los grupos mas afectados por estos contaminantes son los
nifios y los adultos mayores. En la ciudad de Meéxico alrededor de 15.7 millones de
habitantes radican en lugares en donde las concentraciones de ozono superan el valor
recomendado por la NOM en més de una ocasion al afio. M&s de 9.6 millones de personas
viven en lugares en donde los niveles de ozono superan el valor de la NOM mas de 100
veces al afio. Del total de la poblacion afectada, 4.4 millones son nifios menores de 14 afios
y 1.1 son adultos mayores de 60 afios. En el caso de las particulas suspendidas, 7.3 millones
de habitantes viven en lugares en donde la concentracion promedio anual de PMj, excede
los 50ug/m® recomendados por la NOM para la salud, de esta poblacién 2 millones son
nifios y 0.6 millones son adultos mayores. Las zonas con mayor riesgo se encuentran en los
municipios conurbados del Estado de México localizados en el norte y poniente de la
ciudad (calidad del aire de la ciudad de México 2008)

Estudios epidemioldgicos han demostrado consistentemente que la exposicion a
particulas se asocia con el incremento en mortalidad y/o morbilidad por enfermedades
respiratorias, cardiovasculares y cancer (Dockery, D.W., et al. 1993; Pope, C.A., et al.
1995; Katsouyanni, K., et al. 1997). Los resultados de estos estudios demuestran ademas,
que las poblaciones expuestas a contaminacién ambiental tienen niveles incrementados de

varios marcadores de genotoxicidad.

Las particulas suspendidas contienen una amplia variedad de compuestos toxicos y
genotdxicos entre ellos, los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) (EPA 1996). Los
PAH son compuestos que se generan por la combustion incompleta de materia organica
como alimentos, madera, diesel y tabaco, son componentes ubicuos en ambientes urbanos.
Algunos PAH han sido clasificados como agentes carcindgenos por la USA Environmental
Protection Agency (USEPA, 2006) y la International Agency for Research on Cancer
(IARC, 2004). Se ha propuesto que la union de compuestos quimicos como los PAH con el
DNA puede ser un evento critico que desencadene la iniciacion de la formacién de tumores
(Poirier, M. 2004).



1.2 Caracteristicas fisiograficas de la ZMVM.

La ZMVM forma parte de una cuenca endorreica, con una altitud promedio de
2,240 msnm, abarca la totalidad del Distrito Federal y parte del Estado de México. Se ubica
en la parte Este de la region conocida como Sistema Neovolcanico Transversal, formando
parte del ecosistema de Bosque Templado y de la region fisiografica del Eje Neovolcénico.
Se situa entre los 19° 03°-19° 54" de latitud Norte, y los 98° 38°-99° 31" de longitud Oeste.
La cuenca donde se ubica la ZMVM, presenta valles intermontafiosos, mesetas y cafadas,
asi como terrenos semiplanos, en lo que alguna vez fueron los lagos de Texcoco,
Xochimilco y Chalco. También se encuentran prominencias topograficas aisladas, como el

Cerro de la Estrella.

La gran altitud a la que se encuentra la ZMVM, ocasiona que los procesos de
combustion operen deficientemente y emitan una mayor cantidad de contaminantes a la
atmosfera; esto como consecuencia del bajo contenido de oxigeno del aire, el cual es
aproximadamente 23% menor que al nivel del mar, asi mismo, la cadena montafiosa que la

rodea, propicia el estancamiento de los contaminantes (Figura 1).

Altitud msnm.

Figura 1. Algunas caracteristicas fisiograficas de a ZMVM contribuyen al deterioro en su calidad del aire. La
ZMVM se localiza a 2240 msnm, debido a su altitud, el contenido de oxigeno del aire es aproximadamente
23% menor que al nivel del mar, lo que contribuye a que los procesos de combustidn sean menos eficientes y
emitan una mayor cantidad de contaminantes como los PAHs a la atmdésfera. Por otro lado, la ZMVM se
encuentra rodeada de cadenas montafiosas que impiden una adecuada dispersion de los contaminantes
propiciando su estancamiento y acumulacion (SMA 2006).



De acuerdo con datos climatoldgicos, en la ZMVM, se presentan tres subtipos de
climas, como resultado de las diferencias de elevacion y relieve del terreno; y cabe
mencionar que estos subclimas, influyen significativamente en las condiciones
meteorologicas de cada region. Se presenta un clima templado con lluvias en verano (R3),
templado humedo y subhdmedo con lluvias en verano (R2) y por ultimo, un clima seco
(R1) (gréfica 1).

Precipitacion promedio [pulg]

Gréfical. Precipitacion mensual promedio por region, 2006 (SMA 2006).

Aunque en los ultimos afios las condiciones meteorolégicas y climaticas del Valle
de México han cambiado, provocando que casi no se distingan los cambios estacidnales,
aun se puede reconocer una estacién humeda (lluvias; mayo-octubre) y una estacion seca
que se caracteriza por presentar contenidos de humedad baja; sin embargo, las variaciones
de temperatura de hasta 15°C que se presentan en esta Gltima estacién permiten dividirla en
dos subestaciones: seca fria (noviembre a febrero) y seca caliente (marzo a mayo).

Por otro lado, la temporada de lluvias y humedad relativa alta, se presenta desde
mediados de mayo, pero se vuelve méas evidente entre junio y octubre, sobre todo en la
primera quincena de este ultimo mes, descendiendo con ello los niveles de algunos
contaminantes. Especialmente, los niveles mas altos de precipitacion se registran en las
zonas montafiosas y los mas bajos en la zona oriente, noreste principalmente (INEGI,
2005). El incremento de la precipitacion pluvial propicia un efecto de “lavado

troposférico”, lo cual favorece una mejor calidad del aire de la zona, puesto que mitiga la



generacion de particulas. De esta manera, contaminantes criticos como los compuestos
orgénicos volatiles (COV) entre ellos los PAHs y las emisiones de particulas se
incrementan durante la estacion seca y disminuyen considerablemente durante la época de
lluvias (SMA 2006).

La zona metropolitana del valle de México (ZMVM) es una de las metrépolis mas
densamente pobladas del mundo con alrededor de 20 millones de habitantes, lo que
representa un 18.6% de la poblacion total en México de acuerdo al Il conteo de poblacién y
vivienda en 2005 (INEGI 2005). Debido al gran nimero de automotores que se desplazan a
lo largo de la metrdpoli, asi como al numero de horas que circulan diariamente, la ZMVM
presenta serios problemas de contaminacion ambiental resultado de las emisiones de estas

fuentes méviles de contaminacion.

1.3 Emisiones y distribucion de contaminantes en la ZMVM.

La gestion de la calidad del aire de la ZMVM, cuenta con registro de la distribucion
espacial de las emisiones, lo que permite, por mencionar algunas de las aplicaciones:
identificar los sectores con mayor aporte de emisiones, ubicar las areas de mayor atencion,
evaluar los sitios con problemas de la calidad del aire, disefiar las redes de monitores
atmosférico, asi como coadyuvar a la planeacion del uso del suelo en el establecimiento,

y/o reubicacién de fuentes emisoras de contaminantes.

En el inventario de emisiones de la secretaria del medio ambiente en 2006, se
reporta la distribucion espacial de las emisiones anuales de los contaminantes en una malla
de 1km?, donde se ubican 7,826 fuentes puntuales (2,809 de jurisdiccion local y 5,017 de
jurisdiccion federal). Las fuentes de darea se distribuyen con base en las areas
geoestadisticas del INEGI (AGEBS), y las fuentes mdviles se localizaron sobre las

principales calles y avenidas en dicha malla.

Por altimo, las fuentes naturales se distribuyeron con respecto al uso de suelo y tipo
de vegetacion que se localiza en cada celda. Es importante mencionar que la distribucion

espacial de todas las fuentes contaminantes se realizo con cartografia digital del INEGI y
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SEMARNAT,; asi como cartografia creada en la propia SMA del GDF, sobre de un sistema

de informacion geografica.

La distribucion espacial de las emisiones de PMjo que se presenta en el mapa
(Figura 2), nos muestra que en la region central de la ZMVM, estas emisiones son
generadas principalmente por las fuentes mdviles y en la periferia por las vialidades sin
pavimentar. Por otro lado, en municipios cercanos al norte del D.F. se tienen emisiones de
origen industrial. En el municipio de Tlalnepantla, donde se ubica un gran numero de
industrias, la fabricacion de materiales para la construccion y la industria del hierro generan
mas de 330 toneladas de este contaminante al afio. En el municipio de Ecatepec las
emisiones mas significativas son generadas por la fundicion y moldeado de metales y en el

municipio de Acolman por la generacion de energia eléctrica.

Las delegaciones del centro y norte del D.F. presentan emisiones de PMy que
pueden llegar hasta 80 toneladas al afio, las cuales son generadas principalmente por la
intensa actividad vehicular y en algunos casos, se conjunta con la actividad industrial; como
sucede en las delegaciones de Azcapotzalco, Cuauhtémoc e Iztacalco, delegaciones en las
que existe una gran variedad de giros industriales, como el del hierro y acero, fundicion,
textil y quimico, asi como el de la fabricacion de materiales para la construccion, por
mencionar los mas contaminantes. Como se mencion0 anteriormente, las emisiones de las
delegaciones del sur del Distrito Federal y municipios conurbados del Estado de México
son generadas principalmente por las vialidades sin pavimentar, los cuales son abundantes

en la periferia del &rea urbana.

El patron de distribucion de las emisiones de particulas PMzs (Figura 2) es similar al
de PMuo, las emisiones del centro de la zona son debidas a las fuentes moviles; las zonas de
alta emision en municipios cercanos al norte del Distrito Federal corresponden a las fuentes
puntuales, presentandose las emisiones mas altas en Acolman y Tlalnepantla, debido a la

generacion de energia eléctrica y a la industria del hierro respectivamente.

Los Compuestos Organicos Totales (COT) son generados en su mayoria por las

fuentes de area y moviles. Dentro de las fuentes de area, el 29% de los COT es emitido
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como metano por los rellenos sanitarios; debido a esto, los municipios de La Paz y
Netzahualcdyotl, muestran zonas de elevada emision, asi mismo, en menor proporcion la
delegacion Alvaro Obregon. En general, los COT son emitidos por la actividad vehicular;
sin embargo, las zonas de gran emision en ciertas delegaciones, son debidas a la actividad
industrial, en particular, a los sectores de fabricacion de plastico y de productos metalicos,
asi como a la manufactura de celulosa y papel. En el caso del Estado de México, los
principales sectores generadores de COT en los municipios de Tlalnepantla, Ecatepec y

Naucalpan son: el quimico, el de la fabricacidn de pléastico, asi como el de celulosa y papel.

Los compuestos organicos volatiles (COV) participan junto con los Oxidos de
Nitrogeno (NOx) en la formacion de ozono troposférico, de aqui la importancia de su
estimacion; en la ZMVM el patron de distribucion de este contaminante es atribuido
principalmente a la actividad de los vehiculos, y a las actividades donde se utilizan
solventes y se tienen fugas de gas L.P. La parte central de la ZMVM, se caracteriza por
tener una intensa circulacion vial y alta densidad de poblacion, es donde se emiten grandes
cantidades de este contaminante; sin embargo, existen pequefias zonas aisladas donde la

actividad industrial es la responsable de dicha emision.

En las delegaciones Benito Juérez e Iztapalapa, las altas emisiones en algunas zonas
que presentan mas de 1,500 toneladas anuales, son ocasionadas por la fabricacion de
plasticos, asi mismo, en Azcapotzalco y Coyoacan se tiene a la industria farmacéutica y en
Miguel Hidalgo la manufactura de celulosa y papel. En lo que respecta al Estado de
México, en Atizapan de Zaragoza y Naucalpan se tienen emisiones de COV generadas por
la produccién de plasticos, y en el caso de Tlalnepantla y Tultitlan, se deben a la industria

quimica, de conserva de alimentos e impresion (SMA 2006).
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Figura 2. A) Distribucion espacial de PM,,, B) Distribucién espacial de PM, s, C) Ubicacion de las industrias
en la ZMVM, D) Distribucion espacial de Compuestos Organicos Totales (COT), E)Distribucién espacial de
Compuestos Organicos Volatiles (COV), SMA 2006.

Aunque los niveles de COV presentes en la atmosfera de la ZMVM se determinan
diariamente, la red automética de monitoreo ambiental no estima emisiones individuales de
PAHSs. En 2004, Marr, L. C. y colaboradores reportan niveles altos de PAHs debido sobre

todo al trafico de vehiculos automotores.
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1.4 Exposicién ambiental a PAHs.

Los PAHSs son contaminantes ambientales ubicuos. En ambientes exteriores se han
reportado concentraciones de <20 ng/m® en zonas con baja a moderada contaminacién
ambiental y con rangos de 20-200 ng/m® en zonas con alta contaminacién ambiental
(Georgiadis, P and Kyrtopoulos, S.A. 1999). En el &rea metropolitana del valle de México
se ha reportado un rango de concentracién de PAHs de 60 a 910 ng/m?® estos niveles son
aproximadamente 5 veces mas altos que las concentraciones medidas en los Estados Unidos
y se encuentran entre los valores mas altos reportados en la literatura (Marr, C. L., et al.
2004).

Los productos derivados del petréleo se consideran la principal fuente de emision de
PAHSs (Snyder, R., et al. 1993) a través de las emisiones de vehiculos de gasolina y pérdida
por evaporacién de gasolina en las gasolineras (Bond, 1986 and Fishbein, L., et al. 1998).
Los oficiales de transito, trabajadores de estacionamientos, carteros, vendedores ambulantes
y vendedores de gasolina, se han incluido en numerosos estudios (Rossi, A. M., et al. 1999,
Verdina, A., et al. 2001, Carere, A., et al. 2002; Leopardi, P., et al. 2003; Avogbe, P. H., et
al. 2005, Fustinoni, S., et al. 2005; Manini, P., et al. 2006, Chanvaivit, S., et al. 2007)
debido al nimero de horas que se exponen ocupacionalmente a contaminantes ambientales

incluidos los PAHS.

La otra gran fuente ambiental de exposicion a PAHs es el humo de tabaco (Best, N.,
et al. 2001) tanto para fumadores activos como pasivos. Las concentraciones medias de
benceno en casas sin fumadores dan un promedio de 0.0023ppm aproximadamente, pero
este valor se incrementa en un 50%, a 0.0034ppm en casas con al menos un fumador
(Wallace, L. A. 1989). Se ha estimado que el fumador recibe el 90% de los PAHs
generados en un cigarro. Esto representa entre 6 y 10 veces méas que un fumador pasivo.
Adicionalmente se ha sugerido que algunos productos utilizados en el hogar pueden
contribuir a incrementar las concentraciones de PAHs en el ambiente interior como son las
pinturas, adhesivos y marcadores, los que contribuirian con entre 0.1 y 140 ppm de PAHSs
(NASA, 1999). La ingestion de PAHSs a través de alimentos o bebidas se considera una
fuente secundaria de exposicion (Schoket, B. 1999).
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En un estudio de anélisis de contaninantes en la ZMVM, se observd que el
benzo[ghi]perileno, coroneno e indeno[1,2,3-cd]pireno fueron los PAHs mas abundantes
entre los 17 PAH analizados en el suroeste de la ciudad de México, lo que indica que la
principal fuente de emisiones de PAH en la fase gaseosa de esta zona fueron los vehiculos

de combustion de gasolina y diesel (Villalobos-Pietrini R. 2006).

1.5 Activacion metabolica de PAHSs.

Compuestos muy hidrofébicos como los PAHSs entran a las células de forma pasiva
y No requieren enzimas u otros procesos dependientes de energia. Se piensa que tanto las
enzimas de metabolismo de xenobioticos (EMX) como sus receptores y transportadores
evolucionaron originalmente para realizar funciones enddgenas, aunque evolutivamente
han desempefiado roles importantes en el proceso de desintoxicacion de compuestos

exogenos.

Una vez que se introducen en el organismo a través de la via digestiva o aérea, los
PAHSs son metabolizados para su eliminacién. Este proceso involucra principalmente a la
stper familia de citocromos P450 (enzimas hemotiolatos, CYPs) y la epdxido hidrolasa que
al atacar su estructura (activacién metabolica) forman metabolitos reactivos. Se ha sugerido
que variaciones en la susceptibilidad individual a la actividad mutagénica y carcinogénica
de los PAHSs, puede ser parcialmente explicada por diferencias en sus vias de activacion y
desactivacion. Adicionalmente existe evidencia de que las variantes polimorficas en genes
que codifican (EMX) confieren menor o mayor capacidad para metabolizar y eliminar estos
compuestos genotoxicos (Nebert, D.W. and Dalton, T. P. 2006).

Las EMX se ubican en distintos espacios celulares, algunas de ellas como los CYPs,
las flavin mono oxigenasas (FMO) y las uridin difosfato glucuronosil transferasas (UGTS),
se encuentran siempre unidas a membrana predominantemente en reticulo endoplasmico
(Figura 3), mitocondria y ocasionalmente en membrana plasmatica; otras se encuentran
solo en citoplasma, por ejemplo ciertas oxidasas, hidroxilasas y reductasas, sin embargo la

mayoria de las EMX (por ejemplo, epoxido hidrolasas, GSTs y sulfotransferasas (SULTS)
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tienen formas tanto citosdlicas como membranales. Asi, los compuestos quimicos
hidrofobicos que entran en las células, presumiblemente son atraidos a las membranas en
las que residen la mayoria de las enzimas de fase | para ser biotransformados (Nebert, D.W.
and Dalton, T. P. 2006).

RETICLLO

Figura 3. La superfamilia de citocromos P450 son enzimas hemoproteinas que se encuentran unidas a las
membranas de reticulo endoplasmatico. La reaccién mas comun catalizada por el citocromo P450 es una
reaccion mono-oxigenasa, es decir, la insercion de un atomo de oxigeno molecular (O,) en un sustrato
organico (RH) mientras que el otro &tomo de oxigeno es reducido a agua.

La activacion metabolica de los PAHs ha sido atribuida principalmente al producto
de los genes CYP1Al y CYP 1B1 aunque otras isozimas de CYP como 1A2 y 3A4 también
participan en la activacion de los PAHs. Los CYPs codifican aril hidrocarbono hidroxilasas,
enzimas responsables del primer paso oxidante en el metabolismo de muchos xenobioticos.
Estos genes son de los mas exhaustivamente estudiados en términos de sus variantes
polimérficas y la carcinogénesis (Hayashi, S. I., et al. 1991). Especificamente porque el
metabolito que generan, Benzo(a)Pireno Diol Epdéxido (BPDE), se une al DNA formando
aductos que pueden dar origen a mutaciones en genes importantes para el mantenimiento
del ciclo celular como P53 y/o RAS (Keohavong, P., et al. 2005).

Meta-analisis recientes han ligado consistentemente a los polimorfismos
CYP1A1*2A (mutacion en el sitio Mspl), CYPLA1*2C (mutacién lle—»>Val) y CYP1A1*4
(mutacion Thr —Asp)) con elevados niveles de aductos PAH-DNA vy aberraciones
cromosOmicas en personas expuestas a contaminacion ambiental y humo de tabaco
(Georgiadis, P., et al. 2005) y con elevado riesgo para padecer cancer de pulmoén (Rojas,
M., et al. 2000). Esta asociacion refleja la mayor capacidad metabdlica de estas variantes
como resultado de su mayor inducibilidad en el caso del *2A o actividad catalitica *2C y
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*4, del CYP1A1 (Petersen, D., et al. 1991). De la misma manera se demostrdé que una
mayor induccion de este gen en linfocitos representa un indicador de riesgo para cancer en

pulmon, laringe y la cavidad oral de fumadores.

A pesar de que su expresion no es constitutiva en la mayoria de los tejidos, los
genes CYP1 son altamente inducibles por exposicién a PAHSs, bifenilos policlorados y otras
sustancias quimicas capaces de unirse y activar al receptor AhR (Ma Q. and Lu A.Y. 2007).
Dada esta caracteristica, su expresion es indicativa de exposicion a los PAHs. Ademas del
CYP1Al, otras isozimas de CYP como 1A2, 1B1 y 3A4, también participan en la
activacion metabdlica de los PAHSs.

La desactivacion de los derivados de los PAHs como el Benzo(a)Pireno Diol
Epdxido (BPDE) producidos por los CYPs y la Epoxido Hidrolasa ocurre por su
conjugacion con glutation a través de la accion de las glutation S tranferasas (GSTs). Las
GSTs forman una familia multigénica de enzimas de desintoxicacion de fase |l
responsables de la conjugacion de sustratos electrofilicos incluidos carcindgenos, drogas
terapéuticas, toxinas ambientales y productos del estrés oxidante con glutation. Isoformas
como la GSTMI1 (GSTclase p) que tiene la habilidad de desintoxicar epdxidos como el
BPDE y las GSTTI1 (clase 8) que conjuga compuestos mas pequefios, estdn ausentes
(genotipos nulos por delecion) en porcentajes elevados de muchas poblaciones, en un rango
de 20 a 50% para la mayoria de las poblaciones estudiadas (Hayes, J. D. et al. 2005), lo que
se ha ligado a un incremento de aberraciones cromosémicas en fumadores y a un mayor
riesgo para cancer en los portadores de estos polimorfismos (Ryberg, D., et al. 1997). En
poblacién mexicana hay reportes de genotipos nulos por delecion de GSTM1*0 de 34%
(Pérez-Morales, R., et al. 2008) y 42.6% (Montero, R. et al. 2009). Para GSTT1*0 de 9.3%
(Montero, R. et al 2007) y 12% (Pérez-Morales, R., et al .2008).

Aunque los efectos combinados de enzimas de metabolismo de fase | y |l
usualmente dan como resultado la desintoxicacion de compuestos exdgenos, algunos
metabolitos reactivos intermedios como el benzo(a)pireno trans-7,8-dihidrodiol-9,10-

epoxido, el benceno y las 0- y P-quinonas pueden unirse covalentemente con el DNA y
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proteinas, por lo que se consideran mutagenos y carcinogenos en virtud de la alta

reactividad de sus grupos electrofilicos (Figura 4).

Benzo(a)pireno (B(a)P)
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Figura 4. Algunos CYPs participan en la desintoxicacion y paraddjicamente en la formacién de
intermediarios reactivos de cientos de compuestos que pueden dafiar macromoléculas celulares como DNA,
lipidos y proteinas. Los xenobidticos hidrofébicos son sustrato de los CYPs en un proceso en donde se
generan metabolitos intermediarios reactivos genotoxicos y mutagénicos y que pueden llegar a unirse
covalentemente con 4cidos nucleicos y proteinas. Muchos de estos agentes son considerados carcinogénicos
por su capacidad para inducir tumores. (Modificado de Lodovici M., 2004)

1.6 Marcadores de exposicion a contaminacion ambiental.

Los aductos PAH-DNA se consideran marcadores de exposicion y dosis interna
(Sram, R. J. et al. 2000; Taioli, E. et al, 2007; Naufal, Z., et al 2009; Georgiadis, P., et al.
2001; Binkova, B., et al. 2007), diversos estudios han encontrado asociacion entre
mediciones de contaminantes ambientales y niveles de aductos, después de corregir la
exposicion por el tipo de ocupacion o mediante el empleo de monitores personales, se
observa que esta relacidn resulta dosis-dependiente. Resultados de andlisis multivariados
han demostrado que los principales factores que contribuyen a la formacion de aductos

PAH- DNA son la edad, el habito de fumar, la etnicidad y la exposicion ambiental a PAHS.
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Otros marcadores que se asocian a la exposicion a contaminacién son las
aberraciones cromosomicas estructurales, un tipo de dafio genético que se manifiesta como
marcador de efecto biologico temprano. Entre los factores que contribuyen a la formacion
de este tipo de marcador se han descrito el efecto acumulativo del tabaquismo, el tiempo de

exposicion a contaminacion y la edad.

Para estimar los niveles de exposicion a PAHs en habitantes de la ZMVM,
realizamos un estudio longitudinal con el objetivo de determinar los niveles de aductos
DNA-PAH, asi como la frecuencia de aberraciones cromosomicas en linfocitos de sangre
periférica en 92 jovenes estudiantes universitarios que habitan en areas densamente
pobladas y contaminadas de la ciudad de México y area metropolitana durante las
estaciones de invierno (época seca) y verano (época de lluvias), asi como su asociacion con
las variantes alélicas de riesgo de EMX CYP1ALl (*2A, *2C, y *4), CYP1B1 (*3) y GSTs
M1 y T1 nulos. Observamos diferencias significativas entre los niveles promedio de
aductos PAH-DNA durante la época seca y la época de lluvias. Los resultados son
consistentes con el hecho de que los habitantes de la ZMVM estan expuestos a niveles mas

altos de PAHSs y otros compuestos genotoxicos en la época seca que en la época de lluvias.

Nuestro estudio pretende dar evidencia de los riesgos a la salud que provoca la
exposicion a la contaminacion ambiental en la ciudad de México y area metropolitana
mediante el uso de biomarcadores de exposicion (Aductos DNA-PAHSs) y de efecto
biol6gico temprano (Aberraciones cromosdmicas), que a pesar de ser inespecifico porque
no permite identificar claramente la causa, nos da idea de la presencia de inestabilidad
genética. La evidencia epidemiologica demuestra que los individuos con elevadas
frecuencias de aberraciones cromosomicas tienen un riesgo significativamente mayor para

desarrollar cancer (Georgiadis, P., et al. 2005).
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

No existen estudios que hayan estimado los niveles de aductos PAH-DNA, en
habitantes de la ciudad de México, asi como tampoco su relacion con polimorfismos
metabolicos en los CYPs (1A1y 1B1) yen las GSTs (M1 y T1). Dado que el dafio al DNA
es un evento temprano relevante en el proceso de carcinogénesis, determinar si existe
relacién entre los polimorfismos de enzimas metabdlicas de fase | y 1l con la induccién de
aductos PAH-DNA en personas expuestas a los altos niveles de contaminacion ambiental
en la ZMVM contribuira al entendimiento del mecanismo de carcinogénesis de los PAHSs,
asi como a optimizar las estimaciones de riesgo, por otro lado la determinacion de
aberraciones cromosomicas nos dara evidencia del efecto bioldgico temprano de la

exposicion a contaminantes en dos distintas épocas del afio.
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3 HIPOTESIS.

Los niveles de ambos biomarcadores (de exposicion y efecto biolégico temprano)
seran mas altos en la época seca que en la época de lluvias. Adicionalmente, los individuos
homdcigos para los polimorfismos CYP1A1*2C, *2A vy *4, CYP1B1*3, GSTT1*0 y
GSTM1*0 tendran una mayor cantidad de aductos PAH-DNA en sus linfocitos que los
heterdcigos o no portadores de estos polimorfismos y una mayor frecuencia de aberraciones

cromosomicas.

4 OBJETIVO.

Conocer los niveles de PAH que han sido incorporados en los tejidos de habitantes
de la ciudad de México en invierno y verano y si existen grupos mas susceptibles como los
portadores de variantes polimorficas de riesgo en EMX. Esta susceptibilidad se determinara
no solo por los niveles de aductos sino también por la determinacion del dafio cromosémico

en glébulos blancos de sangre periférica.
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5 MATERIAL Y METODOS.

Para estimar los niveles de exposicion a PAHs en habitantes de la ZMVM,
realizamos un estudio longitudinal en el que determinamos los niveles de aductos DNA-
PAH, asi como la frecuencia de aberraciones cromosdmicas en linfocitos de sangre
periférica en jovenes estudiantes universitarios que habitan en &reas densamente pobladas y
contaminadas de la ZMVM durante las estaciones de invierno (seca) y verano (lluvias), asi
como su asociacion con las variantes alélicas de riesgo de los citocromos CYP1AL (*2A,
*2C,y *4), CYP1BL1 (*3) y Glutatién-S-Transferasas GSTs M1*0 y T1*0 (nulos).

5.1 monitoreo ambiental

Se consultaron y analizaron los datos de concentraciones de PM1oy PMz2s reportados
para las cinco estaciones de monitoreo ambiental representativas de la ZMVM en la base de
datos de LA Red Automatica de Monitoreo Atmosférico (RAMA 2006); del noroeste (NO,
Tlalnepantla), noreste (NE, Xalostoc), centro (C, Merced), Suroeste (SO, PM1o Pedregal y
PM2:5 Coyoacén) y Sureste (SE, PM1o Cerro de la Estrella 0 PM2s5 UAM lztapalapa). Con
base en los datos reportados en la RAMA (), se estimaron las concentraciones promedio de

cada 24 horas durante el invierno y verano de 2006.
5.2 Toma de muestras.

Entrevistamos alrededor de 500 personas con la intencion de conseguir voluntarios
para participar en el estudio, una vez que se les explicd en qué consistia el proyecto, se
reclutaron 113 individuos dispuestos a participar. Realizamos dos muestreos uno durante el
invierno febrero-marzo y otro en el verano agosto-septiembre de 2006 entre los estudiantes
de la UNAM vy algunos otros voluntarios que viven en la ZMVM. Previo a la toma de
muestra, se explico los voluntarios el alcance del estudio y la necesidad de tomar muestras
en dos ocasiones y después de firmar un consentimiento informado, respondieron a un
cuestionario en donde se recabo informacion acerca de su edad, domicilio, estado general
de salud, antecedentes de tabaquismo, exposicion a rayos X u otro agente genotoxico en los

ultimos seis meses, peso, estatura, indice de masa corporal, etc.
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Criterios de inclusion
1) Vivir en la ZMVM y haber permanecido aqui por lo menos 6 meses antes de
la toma de las muestras.
2) Tener entre 19 y 40 afios.
Criterios de exclusion
1) Fumar
2) Tener més de 40 afios

3) Tener menos de 6 meses de haberse ausentado de la ZMVM.

Los 113 voluntarios iniciales habian permanecido en la ciudad de México al menos seis
meses antes de la toma de la primera muestra, no fumadores, 58 mujeres y 55 hombres. En
la segunda toma de muestra (en la época de lluvias), se obtuvieron 101 pares de muestras
de las 113 iniciales. Despues del andlisis de cotinina (un metabolito de la nicotina) en orina
se descartaron 7 que presentaban valores compatibles con el habito de fumar. Por lo tanto,
fueron finalmente 92 muestras pareadas analizadas, 50 mujeres y 42 hombres. Sus edades
fluctuaron entre los 19 y los 40 afios de edad.

5.3 Determinacion de cotinina.

Puesto que nuestro estudio estd enfocado solo a la exposicion ambiental a PAHSs. Se
descartd la exposicion a humo de tabaco determinando la concentracién de cotinina en la
orina utilizando un método semicuantitativo con el kit comercial Accutest NicAlert Strip
Test (Jant Pharmaceutical Corp., CA).

El punto de corte de concentraciones de cotinina para fumadores es a partir de
100ng/mL. La exposicion a humo de tabaco ambiental puede causar resultados positivos en

los no fumadores, pero siempre con valores por debajo de esta concentracion.
5.4 Extraccion de DNA de leucocitos.

Se aisl6 DNA con el método descrito por Daly, A. K. et al en 1996. Con este
método se desproteiniza DNA de mas de 30kb con acido perclérico y puede almacenarse

por mucho tiempo a 4°.
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Se separaron las fases de plasma, células blancas y eritrocitos de 30 ml de sangre
por sedimentacion y primeramente se aislaron los nucleos celulares agregando 45ml de
buffer de lisis (320mM sacarosa Ci,H2,011, 5mM MgCly,, 1% Tritén X-100, 10mM Tris-
Hcl, pH 7.4) al botdn de células blancas y después de mezclar vigorosamente, se centrifugd
a 2000g durante 20 minutos a 4°. El boton se resuspendié en 2ml de buffer de suspension
(150mM NaCl, 60mM EDTA, 1% de SDS, 400mM Tris-HCI, pH 7.4) y 0.5 mL de
perclorato de sodio (NaClO4) 5M. Esta suspension se mezcld por rotacion 15 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente se incubo a 65° durante 30 minutos. Se agregaron 2
mL de cloroformo frio (a -20°C) y se mezclé nuevamente por rotacién a temperatura

ambiente durante 10 minutos seguido por centrifugacion a 1400g por 10 minutos.

La fase acuosa que contiene al DNA (la fase méas alta) se transfirié a un tubo de
15mL y se agregaron 2 volumenes de etanol frio (a 4°). El tubo se invirti varias veces para
precipitar el DNA y transferirlo a un tubo de 2 mL. EI DNA se lavd 2 veces con etanol 70%
y se dejo secar a temperatura ambiente al vacio para resuspenderlo en 400uL de buffer TE
(10mM tris-HCI, ImM EDTA pH 7.4) y se incubd 16 horas a 60°C, posteriormente se
guardd a 4° hasta usarse para la cuantificacion de aductos y la genotipificacion de los alelos

de enzimas metabdlicas.
5.5 Deteccion de aductos PAH-DNA

Los aductos PAH-DNA se analizaron mediante al protocolo de inmunoensayo
quimio luminiscente altamente sensible BPDE-DNA CIA (Divi, R., et al. 2002), que tiene
un limite de deteccién de ~1.5 aductos/10° nucledtidos usando 20 pg de DNA. Muestras
colectadas del mismo individuo en diferentes estaciones fueron analizadas en la misma

placa de ELISA para homogenizar errores de medicion.
5.5.1. Modificacién in vitro de DNA de timo de ternero con [1,3-3H] BPDE (para curva estandar).

La modificacion del DNA se llevo a cabo en los institutos Nacionales de Salud de
los Estados Unidos (NIH por sus siglas en inglés) en el grupo de la doctora Miriam Poirier.
Se trataron 472 mg de DNA de timo de ternero en 400mL de Bis—Tris 5 mM, EDTA 0.1
mM, pH 7.1, durante dos horas con 4.2 pg [1,3-3H]BPDE (1744 mCi/mmol) diluido en 5.9

mL de dimetil sulféxido. La mezcla se extrajo tres veces con n-butanol y tres veces con
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alcohol isoamilico, saturados previamente con Bis—Tris 50 mM, EDTA 1mM, pH 7.1; el
DNA se precipitd con etanol al 70% y se resuspendié nuevamente en Bis—Tris 5 mM,
EDTA 1 mM, pH 7.1 (Beland. F.A., et al. 1999). Las concentraciones del DNA se
determinaron por espectroscopia UV y los niveles de modificacion con BPdG radiomarcado

se establecieron por conteo de centelleo en liquido, por sextuplicado.
5.5.2 Cultivo y tratamiento de células hepaticas HepG2 para controles positivo y negativo.

Se cultivaron células de la linea HepG2 derivada de hepatoma humano en cajas Petri
de pléstico, con medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM D7777-1L Sigma
Aldrich México) suplementado con 8% de suero fetal bovino (Gibco BRL 16000-044), 1%
de amino&cidos no esenciales (Gibco BRL 11140-050) 100 U/ml de Penicilina y 100ug/ml
de estreptomicina (Gibco BRL 15070-089). Se mantuvieron a 37°C en una atmosfera
himeda con 95% de aire y 5% de CO, hasta confluencia. Una vez en confluencia, las
células se expusieron a 0 6 4uM de B(a)P (en 2% de dimetilsulfoxido) durante 24h.
Transcurrido el tiempo, las células se lavaron 2 veces en PBS y se desprendieron de las
cajas de cultivo con ayuda de un cepillo citoldgico, se centrifugaron a 1600 rpm durante 8

minutos, se decanto el sobrenadante (PBS) y se congelaron las células.

Para extraer el DNA que sirvié como control negativo (de células HepG2 sin tratar)
6 control positivo (células HepG2 tratadas con 4uM de B(a)P), se descongel6 la suspension
celular en buffer de lisis siguiendo el protocolo de Daly A. K., et al. en 1996, descrito
anteriormente, las concentraciones del DNA se determinaron por espectroscopia UV vy se

almacend a 4°C hasta usarse como control para la determinacion de aductos.
5.5.3 Inmunoensayo quimioluminiscente.

Las microplacas de 96 pozos para el inmunoensayo (flat botton white polystyrene
high-binding greiner bio-one) se obtuvieron de Sigma Aldrich (M4686-40EA). El kit de
deteccion quimioluminiscente ELISA con sustrato CDP-Star (ELISA-Light immunoassay
System: | block (caseina), 10X assay buffer y CDP-Star with Emerald Il) se obtuvo de
Applied Biosistems (T-1026). El anticuerpo primario (antiserum elicited against DNA
modified with ()-7p, 8a-dihydroxy-9a,10a-epoxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]-pyrene
(BPDE)) fue elaborado por el grupo de la doctora Poirier en el departamento de
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interacciones con el DNA en los institutos nacionales de salud de los Estados Unidos
(NIH). El anticuerpo secundario AVIDx-AP (Alkaline Phosphatase Conjugated
Streptavidin), se obtuvo de Tropix, Bedford, MA, (catalogo #APA10).

Se adhirieron en cada uno de los pozos de las filas B, C, D, E, F y G de la placa,
100 pg de BPDE-DNA (modificado en 35.9pmol BPdG/ug DNA, 1.2% de modificacion) y
en las filas A y H 100 pg de DNA de timo de ternero sin modificacion diluido en 0.1 mL de
solucion reactibind (Pierce 17250). Antes de colocar el DNA en las placas, este fue
sonicado para acortar su longitud (a 20% de amplitud durante 15 segundos) y
desnaturalizado para obtener cadena sencilla (en un bafio de agua hirviendo durante 3
minutos). Las placas se mantuvieron de 2-3 dias a temperatura ambiente en una plancha de
agitacion para favorecer la adhesion del DNA. Posteriormente se almacenaron a -20°C

hasta usarse.

Antes de usarse, las placas se lavaron tres veces con PBST (PBS con 0.05% de
tween y 0.02% de NaN; pH 7.4). Para inhibir uniones inespecificas, la placa se bloque6
colocando 310 pL de caseina al 0.25% en PBST en cada pozo y se incub6 durante 90
minutos a 37°C, previo a la colocacion de la curva y muestras en dicha placa. Volimenes
iguales (de 50pL) de anticuerpo anti BPDE-DNA (diluido 1:3 x 10° en caseina al 0.25%) y
diluciones seriales del BPDE-DNA estandar (0.03-27fmol del DNA modificado en 1
BPdG/10° nucledtidos, para curva estandar) asi como las muestras humanas, se mezclaron e
incubaron 25 minutos a 37°C en un termo mezclador antes de colocarse en los pozos de la

microplaca de ELISA.

El contenido de DNA en los pozos de la curva estandar se mantuvo equivalente al
contenido de DNA en los pozos de las muestras problema adicionando cantidades
adecuadas de DNA de timo de ternero sonicado y desnaturalizado. La mezcla final de DNA
y anticuerpo (dilucién final 1:6 x 10° en 0.25% de caseina) se incub 90 minutos a 37°C en
la microplaca. Transcurrido el tiempo, se lavo la placa tres veces con PBST para
posteriormente incubarla con 100 pL del segundo anticuerpo en cada pozo (anti-rabbit 19G
biotinilado diluido 1:5000 en caseina al 0.25%) 90 minutos a temperatura ambiente.
Después de tres lavados con PBST se agregaron 100 pL de estreptavidin-alkalin fofatasa
(dilucion 1:6000 en 25% caseina) y la placa se incub6 60 minutos a temperatura ambiente,
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transcurrido el tiempo de incubacion se lavé tres veces con PBST y dos veces con Buffer
Tris (20mM Tris, ImM de MgCl;, pH 9.5).

Finalmente se agregaron 100 pL de CDP-Star en cada pozo y las placas se
incubaron 30 minutos a temperatura ambiente y 15h a 4°C. La luminiscencia se leyd en
ambos tiempos utilizando el lumindémetro Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector
a 542nm. El 50% de inhibicion de la curva estandar (media£DE) ocurrié en 0.60 + 0.08
fmol BPAG por pozo y el limite més bajo de deteccion reportado con este método utilizando

20 pg de DNA por pozo es de 1.5 aductos/10° nucleétidos.
5.6 Cultivos de linfocitos y analisis de aberraciones cromosémicas.

Se analizaron aberraciones cromosomicas en metafases de linfocitos mediante
cultivos de sangre entera. Se colocaron 4.8ml de medio RPMI 1600 (R-4130, Sigma)
suplementado con L-glutamina (25030-081 Invitrogen), aminoécidos no esenciales
(M7145, Sigma, St. Louis, MO), 0.2 mL de phitohemaglutinina (10576-015 Invitrogen,
Carlsbad, CA) y 0.5 mL de sangre. Se incubaron a 37°C durante 72 horas (Gonsebatt, M.E.,
et al 1995). Noventa minutos antes de la cosecha, se agregd demecolcine (D-1925 Sigma) a
una concentracion final de 10ug/mL para detener a las células en metafase. Las células se
colectaron por centrifugacién y se sometieron a un tratamiento hipoténico de 20 minutos en
7.4 mM de KCI para romper las membranas de los eritrocitos y posteriormente se fijaron y
lavaron solucién fijadora (una mezcla de metanol: acido acético glacial 3:1) seguido de
centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos (se hicieron tres lavados en total para
eliminar restos de eritrocitos). Finalmente los pellets fueron resuspendidos en 400uL de
solucion fijadora para ser goteados sobre laminillas portaobjetos frias y se dejaron secar al
aire libre a temperatura ambiente. Las metafases se tifieron con Giemsa al 2% en buffer
neutro de fosfatos Sorensen a pH 7.2 y se observaron bajo microscopio 6ptico. Se
analizaron 100 metafases bien definidas con al menos 45 cromosomas de cada individuo.
Los resultados del analisis se expresan como porcentaje de ceélulas con gaps y/o

rompimientos cromatidicos o0 cromosémicos.

5.7 Seleccion de polimorfismos y Genotipificacion.
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Todos los polimorfismos incluidos en este estudio se seleccionaron en base a su
asociacion con desarrollo de cancer y/o efectos conocidos en actividad enzimatica, asi como
por su asociacion con la presencia de elevados niveles de aductos o aberraciones
cromosOmicas descritas en la literatura (Tabla VII). Los polimorfismos por delecion de
GSTM1 and GSTT1 se determinaron simultamenamente por PCR multiplex (Abdel-
Rahman et al. 1996). Los polimorfismos de los CYPs se analizaron por PCR-RFLP:
CYP1A1*2A (Kawajiri et al., 1990), CYP1A1*2C (Hayashi et al., 1991), CYP1A1*4
(Cascorbi et al., 1996), CYP1B1*3 (Bailey et al., 1998). Todos los primers o iniciadores se

obtuvieron de Invitrogen.
5.8 Analisis estadistico.

Se estimaron las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos analizados
en la muestra poblacional y se determind si se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg
mediante una prueba de X2 Para comparar las diferencias estacionales en los niveles
promedio de aductos y porcentajes de células con aberraciones cromosomicas entre los
individuos agrupados por genotipo se utilizd la prueba Wilcoxon para datos no
paramétricos pareados, mientras que para comparar las diferencias en los niveles promedio
de aductos y porcentajes de células con aberraciones cromosdmicas entre los grupos con

distintos genotipos se utilizo la prueba U de Mann Whitney.

Se analizo la relacion entre los niveles de aductos PAH-DNA y la emision de
particulas suspendidas (PM.5y PM1) mediante un andlisis de regresion multiple tanto en la
época seca como en la de lluvias. Para observar si existe alguna relacion entre los niveles de
aductos y las variantes alélicas en enzimas de metabolismo de PAH a distintas tasas de
exposicion a PM, se realiz6 un andlisis de regresién mdltiple para lo que fue necesario
agrupar a los individuos de acuerdo a su area de residencia (NW, NE, etc), y sus genotipos
se codificaron numericamente con 0 los homocigos silvestres, 1 los heterocigos y 2 los
homocigos mutantes. En el caso de los genotipos de GSTM1 y GSTT1, los individuos sin
delecion (wild type) para uno o dos alelos se codificaron con 0 y los genotipos nulos se

codificaron con 2.
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Para explorar el efecto aditivo de los alelos de riesgo en los niveles de aductos PAH-
DNA se hizo un analisis de regresion lineal entre la suma de alelos de riesgo que portan los
individuos y sus niveles de aductos en las dos épocas de muestreo. En todas las pruebas
estadisticas un valor de p<0.05 se considero como estadisticamente significativo. Los
analisis se realizaron empleando los programas GraphPad Prism (version 5.01) y Stata para

Windows (version 10.1).
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6. RESULTADOS.
6.1 Caracteristicas demograficas de la muestra.

De los 113 voluntarios reclutados inicialmente, 11 estuvieron ausentes en el
segundo periodo de muestreo y 10 de los 102 restantes presentaron niveles de cotinina
en orina por encima de 100ng/mL por lo que fueron descartados del estudio. EI numero
total de muestras pareadas analizadas en el estudio longitudinal fue 92, de los cuales
fueron 42 hombres y 50 mujeres entre 19 y 40 afios de edad (Tabla I).

Tabla 1. Caracteristicas de la muestra poblacional. Promedio + DS de edad, peso,
estatura, indice de masa corporal (IMC). Los datos se obtuvieron a partir de los

cuestionarios que respondieron los donantes después de la toma de muestras.

Caracteristicas Casos

NUmero de voluntarios: Hombres Mujeres
Epoca seca 53 60
Epoca de lluvias 42 50
Fumadores (Excluidos) 7 2
No fumadores (ambas estaciones) 42 50
Edad 24.10+4.24 25.65+5.37
Peso (Kg) 72.29+12.95 58.72+8.95
Estatura 1.72+0.08 1.61+0.07
IMC 23.34+3.25 22.48+2.86
Ocupacion NuUmero de voluntarios Porcentaje
Estudiantes 80 86.9
Empleados 12 13.0
Exposicion reportada
Gasolina 16 17.3
Tiner 12 13.0
Pinturas 12 13.0
Aerosoles 5 5.4
Humo Lefa 9 9.7
Carb6n 10 10.8
Herbicidas 3 3.2
Fertilizantes 3 3.2
Insecticidas 14 15.2
Medicamentos 30 32.6
Vitaminas 26 28.2
Consumo Alcohol 56 60.8
Fumadores Pasivos 24 26.0
Exposicion Hrs. Media (DS) 8.1+8.38
Gasolineras a menos de 1Km 53 57.6
Uso del transporte Pablico
Duracion de trayecto
(Hrs.) Media (DS) 2.3+ 0.96
Autobus 53 57.6
Metrobus 53 57.6
Metro 50 54.3
Automovil 29 315
Microbus 54 58.6
Vivienda
Tipo de Estufa

-28 -




Gas 86 93.4

Eléctrica 1 1.0

G/E 5 5.4
Localizacion Boyler

Interior 28 30.4

Exterior 78 84.7

6.2 Particulas suspendidas y calidad del aire.

Los datos obtenidos de la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico (RAMA,
2006) se utilizaron para estimar los promedios cada 24 horas de PM,5sy PMyg en las
cinco estaciones de monitoreo representativas de la ZMVM; durante los meses de
invierno (época seca 21/12/2005 al 31/3/2006) y verano (época de lluvias 25/6/2006 al
27/9/2006) (Figuras 5).

Durante la época seca se observaron valores significativamente mayores
(p<0.05) de PM,5sy PMy,. El valor promedio més alto para PMyy se observo en la
estacion de monitoreo de Xalostoc en la porcién NE: PM10= 101 (47-224) ug/m® en la
época seca y PM10= 51 (20-123) pg/m® en la época de lluvias. En esta estacién de
monitoreo los niveles de PM10 durante la época seca algunas veces excedieron el limite
permitido por la norma oficial mexicana (120 pg/m®). Esto es consistente con la alta
densidad de actividad industrial y fuentes mdviles de la zona. Las porciones C, SO, SE
y NO mostraron concentraciones de emisiones diarias por debajo del limite permitido,
salvo las emisiones de PM,s de los primeros dias de muestreo de la época seca
(21/12/2005 a 2/2/2006). La variabilidad observada en las concentraciones de PM; s fue
menor gue la observada en las PMy,. Las zonas NO y C mostraron los valores mas altos
(p<0.05) y variabilidad (figura 6).
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Figura 5. Concentraciones ambientales promedio diarias de PMyy y PM,5 en cinco estaciones de

monitoreo representativas de la ZMVM durante los periodos de muestreo (época seca 21 de Diciembre-21

de Marzo, época de lluvias 25 de Junio-27 septiembre).
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Figura 6. Distribucion de las concentraciones promedio diarias de PM, sy PMy, a lo largo de los periodos
de muestreo en cinco estaciones de monitoreo representativas de la ZMVM: noroeste (NO), noreste (NE),
centro (C), suroeste (SO), sureste (SE). Los paneles corresponden a: A) PM;, época seca, B) PMyq época
de lluvias, C) PM, 5 época seca, D) PM, 5 época de lluvias. En el gréafico se observan los valores maximos
y minimos (bigotes), el primer y tercer cuartil (cajas) y la mediana (linea central). Para PMy, la estacién
de monitoreo NO registré un valor promedio de emisiones significativamente mayor (p<0.05) al que se
restra en las otras 4 estaciones de monitoreo, mientras que en la regién SO reporté el valor méas bajo. Para
PMZ2.5, las estaciones del NO y C reportaron valores promedio significativamente mas altos de emisiones
(p<0.05). Las iniciales arriba de cada caja indican las regiones que son significativamente diferentes de la
caja en cuestion.

6.3 Niveles de aductos PAH-DNA en época seca (invierno) y época de lluvias (verano).

No encontramos efectos significativos en los niveles de aductos entre grupos
ordenados por lugar de residencia, edad, indice de masa corporal, habitos alimenticios,
consumo de vitaminas o farmacos. Observamos diferencias significativas en los niveles
de aductos PAH-DNA promedio de las muestras obtenidas en la época seca con
respecto a los niveles de aductos promedio en la época de lluvias (10.66 + 3.05 seca vs.
9.50 + 2.85 lluvias, p=0.0001). Los cambios estacionales en los niveles de aductos
estadisticamente significativos se observaron sobretodo en los voluntarios con niveles

de aductos por encima de 9.9 aductos/10° nucleétidos en la época seca. En este grupo se
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encuentran 50 de los 92 sujetos analizados, 1o que representa el 54% de la poblacion
estudiada. Los individuos con niveles de aductos menores a 9.9/10° nucleétidos
durante la época seca muestran una menor variacion en los niveles de aductos entre
estaciones (8.64 en la época seca vs. 8.31 en la época de lluvias), las diferencias

estacionales en este segundo grupo no fue estadisticamente significativa.

Cuando agrupamos a los individuos de acuerdo a su lugar de residencia en la
ZMVM (NE, NO, etc.), los niveles de aductos no fueron diferentes entre los habitantes
de las distintas areas de la ZMVM en la misma época del afio pero si se observaron
niveles mas altos de aductos en la época seca, en comparacién con la época de lluvias en

casi todas las regiones, excepto para los habitantes de la zona centro (Figura 7).

* *
r r [ ) [ )

:2 ' Seca

14 D lluvias
12
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PAH-DNA/10° nucleétidos

Noroeste  Noreste Centro Suroeste Sureste

Figura 7. Gréafica de distribucién de los niveles de aductos PAH-DNA entre los individuos agrupados por
area de residencia en la ZMVM. El trazo representa los valores maximos y minimos (bigotes), primer y
tercer cuartil (cuadro) la mediana (linea intermedia). Los niveles de aductos fueron més altos en la época
seca (invierno) que en la época de lluvias (verano) para las regiones NO, NE, SO y SE (p<0.05).

Mediante analisis de regresiébn mdultiple encontramos correlacion entre los
niveles de aductos PAH-DNA vy la exposicion ambiental a PMy, en la época seca, no asi
con aberraciones cromosémicas (Tabla I1). Al analizar las diferencias en las tasas de
exposicion a PM de los individuos tomando en cuenta su lugar de residencia, en la
época seca se observo una correlacion significativa entre emisiones de PM1o y PMyss, los
niveles de aductos y el genotipo GSTML en los individuos que viven en el sureste de la
ZMVM (una de las areas que reporta menos emisiones de contaminantes en la metropoli
n=23; PMj p=0.035, PM;5s p=0.013); también observamos asociacion entre emisiones

de PM, s, niveles de aductos y el genotipo CYP1B1 *3 en los individuos que viven en el
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noroeste de la ZMVM (area que reporta altos niveles de emisiones de contaminantes
ademas de una alta densidad de poblacién N=9; P=0.023) (Tabla II).

Tabla Il. Andlisis de regresion multiple entre los niveles de PM reportados en la
RAMA, niveles de aductos PAH-DNA, porcentajes de aberraciones cromosomicas y
variantes alélicas en enzimas metabolicas.

PMjio PMy5
Epoca seca
Aductos PAH-DNA (n=92) 0.209 0.048 0.216
NO, CYP1B1*3 (n=9) 0.845 0.116 0.023
SE, GSTML1 nulo (n=23) 0.533 0.035 0.013
Epoca de lluvias
Aductos PAH-DNA (n=92) 0.169 0.528 0.128
NO, CYP1B1*3 (n=9) 0.285 0.780 0.775
SE, GSTML1 nulo (n=23) 0.311 0.362 0.215
Epoca seca (n=79)
% Ab. cromosomicas 0.132 0.669 0.399
Epoca de lluvias (n=89)
% Ab. cromosomicas 0.043 0.709 0.843

Al analizar las diferencias estacionales en los niveles de aductos, no
encontramos diferencias significativas entre los portadores de las variantes alélicas
CYP1Al1*4 +/- (n=6), GSTT1 nulo (n= 6) o los portadores de la combinacién GSTM1
nulo y CYP1A1*4 +/- (n=5), probablemente debido al pequefio nimero de individuos
que representan estos genotipos (5 o 6 individuos en cada grupo). Sin embargo, los
portadores de los alelos CYP 1B1*3 +/- (n=42), CYP1A1*2A (n=18), y *2C (n=18)
tampoco mostraron diferencias estacionales significativas en sus niveles de aductos a

pesar de tener un mayor nimero de individuos (Tabla Il1).

Al analizar la influencia de los polimorfismos de riesgo en los biomarcadores de
exposicion y efecto temprano, no observamos diferencias en los niveles de aductos o
aberraciones cromosémicas entre los portadores de las distintas variantes alélicas ni en
la época seca ni en la época de lluvias (Tabla IV). Durante la época de lluvias los
heterocigos portadores del genotipo CYP1B1*3 mostraron una tendencia (p= 0.08) a
presentar mayores niveles de aductos que los homocigos silvestres 0 mutantes para este

alelo.
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Tabla Il1. Variaciones estacionales en los niveles de aductos PAH-DNA y porcentajes de aberraciones cromosomicas en linfocitos de habitantes de la
ZMVM entre los portadores de diferentes polimorfismos de enzimas metabolizadoras de PAH.

Gen

CYP1Al1 *2A Msp |

CYP1AL1 *2C lle462Val

CYP1A1*4  Thr461Asn
CYP1B1*3  Leu432Val
GSTM1

GSTT1

GSTM1/ CYP1B1 *3
Leud432Val

GSTM1/CYP1Al *4
Thr461Asn

Genotipo

+/+
+/-
-/-

+/+
+/-
-/-

+/+
+/-

+/+
+/-
-/-

Activa
Nula

Activa
Nula

Activa (+/+, +/-)

Nula (+/-, -/-)

Actival(++, +/-)

Nula/(+/-)

18
49
25

18
57
17

44

42

51
41

Epoca seca
Aductos?(D.S)

11.04 (3.56)
10.45 (2.76)
10.80 (3.28)

11.02 (3.57)
10.48 (2.97)
10.87 (2.84)

10.59 (2.94)
11.74 (4.47)

10.72 (2.90)
10.51 (3.30)
11.28 (2.62)

10.46 (2.87)
10.91 (3.27)

10.69 (2.94)
10.27 (4.65)

10.43 (2.95)
11.22 (3.55)

10.46 (2.87)
10.50 (3.64)

Epoca de lluvias

Aductos?(D.S)

9.69 (3.10)
9.31 (2.69)
9.75 (3.05)

9.66 (3.12)
9.47 (2.83)
9.45 (2.67)

9.51 (2.89)
9.38 (2.38)

9.28 (2.89)
10.02 (2.70)
7.48 (2.91)

9.29 (2.93)
9.76 (2.76)

9.49 (2.84)
9.65 (3.18)

9.48 (2.90)
9.72 (2.49)

9.29 (2.93)
8.50 (1.09)

P

0.07
0.0002
0.012

0.065
0.0003
0.0087

0.0001
0.10

0.0001
0.13
0.015

0.0014
0.0008

0.0001
0.28

0.0053
0.0025

0.0014
0.21

17
41
20

17
48
14

38

35

44
34

Epoca seca

%Ab.C*(DS)

1.76 (1.56)
2.27 (1.77)
2.30 (1.87)

1.70 (1.61)
2.27 (1.90)
2.38 (1.26)

2.22 (L.77)
1.40 (1.14)

2.47 (1.72)
1.91 (1.82)
1.60 (1.14)

2.20 (1.89)
2.12 (1.57)

2.17 (1.75)
2.00 (1.83)

2.26 (1.90)
2.09 (1.63)

2.20 (1.89)
1.25 (1.26)

Epoca de lluvias

%Ab.C*(DS)

153 (1.12)
1.46 (1.36)
1.90 (1.74)

1.47 (1.12)
1.68 (1.52)
1.38 (1.45)

1.57 (1.40)
1.80 (1.79)

1.53 (1.41)
1.71 (1.43)
1.20 (1.64)

1.41 (1.32)
1.82 (1.53)

1.63 (1.43)
0.75 (0.96)

1.45 (1.33)
1.64 (1.50)

1.41 (1.32)
2.25 (1.71)

P

0.38
0.016
0.24

0.38
0.046
0.065

0.009
0.37

0.007
0.39
0.31

0.01
0.29

0.02
0.25

0.012
0.25

0.01
0.25

Epoca seca

% Ab.C
sin gaps (DS)
0.35(0.61)
0.65(0.80)
0.35(0.67)

0.35(0.60)
0.58(0.77)
0.38(0.77)

0.49(0.74)
0.4(0.55)

0.63(0.82)
0.4(0.55)
0.2(0.45)

0.57(0.82)
0.41(0.61)

0.52(0.74)
0

0.59(0.83)
0.36(0.58)

0.57(0.82)
0.5(0.58)

Epoca de lluvias

% Ab.C
sin gaps (DS)
0.35(0.78)
0.7(0.82)
0.7(0.92)

0.41(0.79)
0.77(0.88)
0.38(0.65)

0.61(0.84)
0.6(0.89)

0.74(0.98)
0.54(0.66)
0.4(0.89)

0.61(0.78)
0.65(0.92)

0.65(0.85)
0.25(0.5)

0.64(0.79)
0.36(0.58)

0.61(0.78)
0.75(0.96)

P

0.43
0.45
0.13

0.43
0.19
0.50

0.25
0.50

0.40
0.20
1.00

0.49
0.12

0.25
0.50

0.49
0.50

0.49
0.50

+ alelo silvestre — alelo mutante.

*media aritmética de aductos por 10° nucleétidos o porcentaje medio de células con aberraciones cromosémicas.
®Derivada de la prueba de Wilcoxon para datos pareados entre las dos estaciones seca y de lluvias.

% Ab. C porcentaje de aberraciones cromosémicas (rompimientos y gaps).
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Tabla IV. Distribucion de variantes alélicas en enzimas metabolicas en la muestra analizada y su efecto en los niveles de aductos y/o % de
aberraciones cromosomicas tanto en la época seca como en la de lluvias.

Epoca seca Epoca de lluvias
G N Aductos? P® N %Ab. C* P® N Aductos® (SD) P” N % Ab. C? P°

en Genotipo
(SD) (SD) (SD)

CYP1Al *2A +/+ 18 11.04 (3.56) 0.42 17 0.33(0.59) 0.16 18 9.69 (3.10) 039 18  0.42(0.76) 0.41
Msp | +/- 49 10.45(2.76) 41 0.63(0.79) 49 9.31 (2.69) 49  0.65(0.77)
-I- 25 10.80(3.28) 22 0.31 (0.64) 25 9.75 (3.05) 23 0.65(0.88)

CYP1Al *2C +/+ 18 11.02(3.57) 041 17 0.35(0.60) 0.38 18 9.66 (3.12) 045 19  0.47(0.77) 0.34
lle462Val +/- 57 10.48 (2.97) 49 0.57 (0.76) 57 9.47 (2.83) 56  0.71(0.84)
-I- 17  10.87 (2.84) 14 0.35(0.74) 17 9.45(2.67) 16  0.43(0.62)

CYP1Al *4 +/+ 87 10.59(2.94) 0.24 75 0.40(0.54) 092 87 9.51 (2.89) 047 84  0.57(0.78) 0.95
Thr461Asn +- 7 1174 (4.47) 5 0.49 (0.74) 7 9.38 (2.38) 7 0.61 (0.80)

CYP1B1 *3 +/+ 44 10.72(2.90) 0.22 38 0.63(0.81) 0.28 44 9.28 (2.89) 0.08 44  0.72(0.92) 0.59
Leu432Val +/- 42 10.51(3.30) 37 0.37 (0.63) 42 10.02 (2.70) 40 0.52(0.64)
-/- 6 11.28(2.62) 5 0.20 (0.44) 6 7.48 (2.91) 7 0.42 (0.78)

GSTM1 Activa 51 10.46(2.87) 0.31 46 0.54(0.80) 074 51 9.29 (2.93) 011 51  0.61(0.75) 0.78
Nula 41 10.91(3.27) 34 0.41 (0.60) 41 9.76 (2.76) 40  0.61(0.86)

GSTT1 Activa 86 10.69(2.94) 033 76 0.51(0.73) 028 86 9.49 (2.84) 039 8  0.63(0.81) 0.41
Nula 6  10.27 (4.65) 4 0.00 (0.00) 4 9.65 (3.18) 4 0.25 (0.50)

GSTM1/CYP1B1*3 Activa (+/+, +/-) 48 10.43(295) 0.22 44 0.38(0.69) 093 48 9.48 (2.90) 022 47  0.77(0.73) 0.06
Nula (+/-, -/-) 25 11.22(3.55) 22 0.36 (0.59) 25 9.72 (2.49) 25 0.31(0.47)

GSTM1/CYP1A1 *4 Activa/(+/+,+/-) 51 10.46(2.87) 0.44 46 222(1.87) 016 51 9.29 (2.93) 038 51  1.61(1L.55) 0.24
Nula/(+/-) 5 10.50(3.64) 4 1.25 (1.26) 5 8.50 (1.09) 5 2.00 (1.58

2 Media aritmética por 10° nucleétidos o porcentaje medio de aberraciones cromosémicas.
®Derivada de la prueba U de Mann-Whitney entre homécigos para cada alelo (+/+y -/-).
+ Alelo silvestre — alelo mutante.

% Ab. C porcentaje de aberraciones cromosomicas (rompimientos y gaps).
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Tabla V. Estudios in vivo de mutaciones en genes, asociada con la exposicion a contaminacion ambiental y PAHs (uno de los principales
componentes de contaminacion).

Alteracion/
Biomarcador molecular estudiado.

Comentarios.

Referencias.

Tipo celular/tejido estudiado. Tipo de exposicion asociada.

Mutaciones Génicas
Mutaciones en los genes p53 y K-
ras en ratas.

Mutaciones en el gen K-ras en
ratas.

Mutaciones en el transgen lamba/
lacl en ratones trasgénicos.

Mutaciones en gen HPRT en nifios
Sanos recién nacidos.

Mutaciones en genes P53 y/o RAS
en fumadores y no fumadores sin
evidencia de cancer de pulmon.

P “" Deleciones alélicas en
embriones de ratén.

Tejido tumoral de pulmén.

Adenomas y adecarcinomas
pulmonares.

Tejido Pulmonar

Linfocitos de sangre del cordén
Umbilical.

Células epiteliales de pulmén de
esputo.

Epitelio pigmentario retinal.

Exposicién por inhalacién
durante 24 meses a escapes de
diesel y carbono.

Exposicion intra traqueal a
particulas liberadas por escapes
de diesel

Escapes de Diesel (inhalacion
durante 4 semanas).

Contaminacién de aire urbano.

Emisiones ricas en PAHs

Particulas de escapes de diesel
(exposicion tras placentaria en
embriones de 10.5 a 15.5 dias
seguidos de exposicion oral a las
hembras prefiadas).

Infrecuente.

Frecuente después de exposicion
intratraqueal, pero no incremento después
de exposicién por inhalacion.

Incremento en el numero de aductos
medidos con posmarcaje con 3P y
también incrementaron los niveles de 8-
0x0-dG.

La presencia de mutaciones correlaciona
con la presencia de aductos DNA-PAHSs.

Mutaciones en P53 abundantes en tejido
tumoral de pulmon, pero poco abundantes
en células no malignas.

70Kb de deleciones a lo largo de los exones
6-18 del alelo P “"enun raton P " /P "
Aductos medidos por posmarcaje con 32P
y niveles de 8-0x0-dG no incrementaron
significativamente.

Swafford et al. 1995.
Belinsky et al. 1997.

lwai et al 1997.

Sato et al. 2000.

Perera et al. 2002.

Keohavong et al. 2005.

Reliene et al. 2005.
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Tabla V1. Reportes de niveles de aductos de PAH con DNA o proteinas en poblaciones humanas expuestas a distintos niveles de contaminacion

ambiental.

Pais Poblacion

Polonia Habitantes de areas altamente industrializadas.
Habitantes de areas rurales

Dinamarca Conductores de autobuses.
Habitantes de areas rurales.

Italia Oficiales de Policia.
Empleados de oficina.

ltalia Vendedores de periddicos.

Italia Trabajadores de la via publica.
Residentes de Florencia

Grecia Estudiantes expuestos a distintos niveles de
contaminacion: En la ciudad de Atenas
En la ciudad de Halkida

Alemania Nifios en poblados con distintos niveles de
contaminacion.

Tailandia Oficiales de Policia de transito
Oficiales de policia de oficina

Dinamarca Estudiantes expuestos a distintos niveles de
contaminacion.

Florencia Trabajadores de la via publica

(talia) Residentes de Florencia

México Estudiantes de la ZMVM expuestos a

contaminacion

Medicion
Aductos PAH-DNA

Aductos PAH-DNA
32P- Postlabeling

Aductos BP-Hemoglobina
Cromatografia de gases y
espectroscopia de masas
Aductos PAH-DNA

32P- Postlabeling

Aductos PAH-DNA
32P- Postlabeling

Aductos 4-ABP-hemoglobina.

Cromatografia de gases y
espectroscopia de masas

Aductos PAH-DNA
32P- Postlabeling

8-0x0-dG en DNA

Aductos PAH-DNA

32P- Postlabeling

Aductos PAH-DNA
Inmunoensayo luminiscente

NEES Valor P
30.4/108 invierno vs 4.2/108 verano P<0.05
11/108 en &reas rurales en invierno

(0.51-1.2) fmol/ug 0.04
0.58fmol/ug

1.3/108(0.1-5.5) vs 2.8/108 (0.7-5.5)verano  P<0.001
0.9/108 (0.1-3.7)vs 0.8/108 (0.1-1.8)verano
0.3fmol/mg vs 0.1 fmol/mg 0.09
1.37/108 0.10
1.10/108

1.25/108 (DS 1.19) <0.001
1.54/108(DS 1.19)

Los nifios de Munich tuvieron 1.5y 1.2 <0.001
veces mas aductos que los nifios de

Eichstétt y Augsburg.

1.6£0.9/108 (0.4-4.3) 0.029
1.24£1.0/108(0.2-4.9)

0.27(0.15-0.33)/10% dG invierno 0.0001
0.58(0.47-0.70)/10° dG verano

15.2+14.9 P<0.05
10.4+11.6

10.66+3.05/10° invierno 0.001
9.5+2.85/109 verano

Notas

Se compararon por estacion del
afio y por lugar de residencia.
Controles rurales: 0.07

P<0.001

Los aductos tienden a ser mas en
trabajadores de la via publica pero
la diferencia no es significativa.

Se observé correlacion positiva
entre niveles de aductos y
exposicion personal a b(a)p

Los aductos de aminas aromaticas con
hemoglobina fueron fuertemente

influenciados por el lugar de residencia.

Los policias de transito se
expusieron 20 veces mas a PAH
que los de oficina 74.25ng/m3 vs
3.11, p=0.001

La exposicién personal a PM25
correlacioné con 8-0xo-dG en DNA
de linfocitos p=0.007

Epoca seca vs época de lluvias.
Los niveles de aductos en invierno
correlacionaron con las PM1o

Referencias
Perera, F., et al. 1992.
Nielsen P.S., et al. 1996.

Peluso, M., et al. 1998.

Pastorelli, R.,ef al. 1996.

Palli, D., et al. 2001.

Georgiadis, P.et al. 2001

Richter, E., et al. 2001.

Ruchirawa, M. et al 2002

Sorensen, M. et al. 2003.

Palli, D., et al 2008

Garcia-Suastegui, W. et
al. 2010
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Cuando investigamos el efecto aditivo de los alelos de riesgo mediante una
regresion lineal, se observé correlacion entre la suma de dichos alelos y los niveles de
aductos entre los individuos que portan 4 0 més alelos de riesgo tanto en la época seca
(R=0.298, p=0.048), como en la época de lluvias (R=0.473, p=0.001; Figura 8).

n o e R=0.298 , . NP
Epoca seca Epoca de lluvias R=0473
20 - 20
é 18 4 é 18
;g 16 1 g 16
214 A 2 14
= =
= 4 =
g 12 E g
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Z )
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4 5 6 7 8 4 5 6 7 8
suma de alelos de riesgo suma de alelos de riesgo

Figura 8. Efecto aditivo de las variantes polimérficas de riesgo. Los puntos representan el valor de la
mediana, los bigotes los valores minimos y maximos del rango, N es el nimero de individuos en cada
grupo. La suma de alelos de riesgo por individuo es el nimero de variantes polimérficas que incrementan
el riesgo de formacién de aductos. Observamos una correlacion positiva entre niveles de aductos PAH-
DNA y la suma de alelos de riesgo en habitantes de la ZMVM entre los portadores de 4 o més alelos de
riesgo durante la época seca (R=0.473, p=0.001) y la época de lluvias(R=0.298, p=0.048).

6.3 Porcentaje de aberraciones cromosémicas.

Mediante un analisis citogenético convencional, determinamos los porcentajes
de células con aberraciones cromosdmicas, en metafases de cultivos de linfocitos
(Figura 9). Obtuvimos 79 cultivos por duplicado de las muestras obtenidas en la época
seca y 89 cultivos por duplicado de muestras obtenidas en la época de lluvias. Se realizo
un analisis estadistico tomando en cuenta tanto gaps como rompimientos
(cromosomicos y cromatidicos) y otro analisis sin tomar en cuenta los gaps. Al
considerar los gaps en el analisis estadistico, se encontraron diferencias significativas en
los % de Ab entre los portadores de los genotipos silvestres, con excepcion de los
polimorfismos CYP1A1*2A y *2C, donde se observaron diferencias estacionales
unicamente entre los heterocigos para estos polimorfismos (p<0.05, Tabla IlI). En el
analisis sin tomar en cuenta los gaps, no observamos diferencias significativas en los
porcentajes de dafio cromosomico entre las muestras colectadas en la época seca y las
colectadas en la época de lluvias (Tabla I1I).

Para determinar el efecto de las variantes polimorficas en el dafio cromosémico,

se hizo un analisis de correlacién entre % de Ab. C y genotipos. Los valores promedio
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de % de Ab. C observados entre grupos de individuos con distinto genotipo se describen
en la Tabla IV. No observamos interacciones entre variantes polimorficas y % de Ab. C
en ninguna de las dos épocas del estudio. Durante la época de lluvias, la combinacion de
genotipo homocigo o heterocigo GSTM activo, mas CYP1B1*3 heterocigo mostro
mayor dafio cromosdémico marginalmente significativo (p=0.06, Tabla 1V), en

comparacion con los individuos con genotipo GSTM1 nulo y CYP1B1*3 heterocigos.
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Figura 9. Cromosomas metafasicos de cultivos de linfocitos tefiidos con giemsa observados bajo
microscopio de luz en aumento 100X, las flechas sefialan rompimientos cromatidicos.

6.4 Frecuencias alelicas de los polimorfismos de enzimas metabolizadoras de PAH

Se estimaron las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
CYP1Al1*2A, *2C y *4; CYP1B1*3; GSTM1 y GSTT1 de los 113 donadores iniciales
que participaron en el estudio. Las frecuencias obtenidas se describen en las tablas V1I

(frecuencias alélicas) y VIII (frecuencias genotipicas).
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Para el alelo CYP1A1*2A, se observé una frecuencia de 54%, un valor mayor
que el reportado por Ishibe N. et al 1997 de 37%, Fragoso J.M. et al 2005 de 40%
Montero R. et al en 2007 de 40% para poblacion mexicana. Para el alelo CYP1A1*2C,
la frecuencia que encontramos fue 48%, un valor menor que el reportado previamente
de 56.7% por Montero R. et al en 2007, y de 54% por Pérez-Morales en 2008 para
poblacion mexicana. Para el alelo CYP1A1*4 observamos una frecuencia de 4%. Para
el alelo CYP1B1*3 encontramos una frecuencia de 32%, no hay reportes para poblacién
mexicana para estos dos alelos.
Para el alelo GSTML1 nulo la frecuencia que observamos fue 42%, similar a la reportada
por Montero R et al en 2007 de 42.6% y mayor a la reportada por Pérez-Morales en
2008 de 34% en poblacion mexicana.Para GSTT1 nulo encontramos una frecuencia de
7%, valor menor a lo reportado por Montero et al 2007 de 9.3% y Pérez-Morales en
2008 de 12%.
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Tabla VII. Localizacion de los polimorfismos analizados y frecuencias alélicas.

Cambio de  Cambio de Localizacion Frecuencia Frecuencia reportada Referencias
Nucledtido  Aminoacido alélica. p/poblacion mexicana
CYP1A1*2A T6235C Ninguno 3’ no codificante rio abajo ~ T=0.46 T=063 C=0.37 Ishibe N. 1997
del sitio de C=0.54 T=0.599 (C=0.401 Fragoso J.M. 2005
poliadenilacion. T=060 C=0.40 Montero R. 2007
CYP1A1*2C A4889G lle—Val Exén 7 codon 462 (region A= 0.52 A=066 G=0.34 Fragoso J.M. 2005
unida a grupo hemo). G=048 A=043 G=0.57 Montero R. 2007
A=046 G=0.54 Pérez-Morales 2008
CYP1A1*4 C4887A Thr—Asp Exon 7 codon 461 (region  C=0.96
unida a grupo hemo) A=0.04
CYP1B1*3 C4326G Leu—Val Codon 432 sitio catalitico. ~ C=0.68
G=0.32
GSTT1 Delecion Delecién Regién Codificante GSTT1=0.93 GSTT1=0.91 GSTT1*0=0.09  Montero R. 2007
GSTT1*0=0.07  GSTT1=0.88 GSTT1*0=0.12  Pérez-Morales 2008
GST M1 Delecion Delecién Regién Codificante GSTM1=0.58 GSTM1=0.57 GSTM1*0=0.43  Montero R. 2007
GSTM1*0=042  GSTM1=0.66 GSTM1*0=0.34  Pérez-Morales 2008

6.5 Analisis del equilibrio genético poblacional mediante una prueba de X2

Todas las frecuencias de los locus analizados se encuentran en equilibrio de
Hardy Weinberg al presentar valores de X menores al valor critico (el valor critico de
X? para nuestro analisis con dos grados de libertad y una a=0.05 es 3.84), lo que nos
indica que la composicion genética de nuestra poblacion permanece en equilibrio, es
decir, no esta actuando sobre ella la seleccidn natural y por lo tanto no se esta generando

un cambio evolutivo (Tabla VI1II).
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Tabla VIII. Analisis mediante X* de las frecuencias genotipicas de los locus
analizados.

Frecuencia Frecuencia
Polimorfismo Genotipo genotipica genotipica X2=x(0 - E)?0
observada esperada
CYP1A1*2¢c lle/lle 26 30.5 0.66
lle/Val 65 56.4 1.31
Val/Val 22 26 0.72
2.69
CYP1A1*2a T 23 23.9 0.03
TIC 59 56.1 0.15
CIC 31 329 0.10
0.28
CYP1A1*4 Thr/Thr 104 104.1 0.0
Thr/Asp 9 8.7 0.01
Asp/Asp 0 0.18 0.18
0.19
CYP1B1*3 Leu/Leu 50 52.2 0.09
Leu/Val 53 49.2 0.29
Val/Val 10 11.6 0.22
0.60
GSTM1 M1/M1 +M1/*0 66 14.6 +52.07 0.01
*0/0 47 46 0.02
0.03
GSTT1 TUT1+ T1*0 105 61.88+43.48 0
*0/*0 8 7.6 0.02
0.02

La ley de Hardy-Weinberg afirma que, bajo ciertas condiciones, tras una
generacion de apareamiento al azar, las frecuencias de los genotipos de un locus
individual se fijaran en un valor de equilibro particular. También especifica que esas
frecuencias de equilibrio se pueden representar como una funcion sencilla de las
frecuencias alélicas en ese locus. En el caso mas sencillo, con un locus con dos alelos A
y a, con frecuencias alélicas de p y q respectivamente, el equilibrio de Hardy-Weinberg
predice que la frecuencia genotipica para el homocigo dominante AA es p? la del
heterocigo Aa es 2pq y la del homocigo recesivo aa, es g° El principio de Hardy-
Weinberg es una expresion de la nocion de una poblacion que esta en "equilibrio

genético".
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7. DISCUSION.

Observamos variaciones estacionales en los niveles de aductos PAH-DNA en
células blancas de sangre periférica en no fumadores habitantes de la ZMVM. Los valores
mas altos en los niveles de aductos se observaron en las muestras colectadas en la época
seca (Tabla 11, Figura 7), esto coincide con la presencia de altos niveles de contaminantes
ambientales (Inventario de emisiones 2006) y material particulado PM (Figuras 5 y 6). Los
niveles de aductos correlacionan significativamente con los niveles ambientales de PMyg
(Tabla 1), lo que sugiere que los niveles de aductos tienen una fuerte relacion con la
intensidad de exposicion a la contaminacion ambiental. Resultados similares has sido
reportados en poblaciones expuestas a distintos niveles de contaminacion, ya sea

ocupacional o ambiental como los que se mencionan en la tabla VI.

El anticuerpo que utilizamos en el inmunoensayo quimioluminiscente reconoce
DNA modificado con diferentes PAH (Poirier, M. 2004; Weston, A. et al 1989), por lo que
nuestros resultados sugieren que durante la época seca (noviembre-mayo) los habitantes de
la ZMVM estan expuestos a niveles mas altos de PAH que durante la época de lluvias
(junio-octubre), lo que coincide con las determinaciones de las concentraciones de PMyg
reportadas para la fase gaseosa atmosférica de la ciudad de México durante 2008 (Mugica,
V., et al 2010). En las que la concentracion de benzo[a]pireno en PMy, reportada fue casi
tres veces mayor durante la época seca (invierno) que durante la época de lluvias (0.81 vs.

0.29 ng/m®, respectivamente).

Por otro lado, el aumento en la exposicion a PAH durante el invierno no se encontrd
asociado con el dafio cromatidico o cromosémico, cuando no se tomaron en cuenta los
sitios fragiles (gaps) (Tabla I1). Se observaron resultados similares al comparar porcentajes
de aberraciones cromosémicas entre un grupo de policias que trabajan durante al menos 8
horas al aire libre en la ciudad de Praga y voluntarios sanos que pasan el 90% de su tiempo
en interiores; pareados por edad y sexo, empleando el método citogenético convencional
(Sram, R.J., et al 2007).

Estudios previos en cultivos celulares han documentado la presencia de PAHS

clastogenos y mutadgenos en material particulado ambiental tanto en areas industriales como
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residenciales en la ZMVM (Villalobos-Pietrini, R., et al 2006; Roubicek, D. A., et al 2007),
adicionalmente se han desarrollado estudios in vivo que muestran mutaciones en genes,
asociadas a exposicion a contaminantes ambientales como los PAHs (tabla V), lo que
enfatiza el riesgo a la salud que conlleva la exposicion a la contaminacion ambiental en la

ciudad de México

Adicionalmente, se han reportado efectos respiratorios y sistémicos por exposicion
cronica a contaminacion ambiental en nifios que viven en la ciudad de México (Calderon-
Garciduefas, L., et al 2007), larga exposicion a ozono, PMyg, ¥ NO, se ha asociado con
deficiencias significativas en la funcion pulmonar medidas por espirometria (CVF:
capacidad vital forzada; maximo volumen de aire que se puede expulsar durante una
espiracion forzada, tras una inspiracion maxima. FEV1: volumen espirado en el primer
segundo de una espiracion forzada tras una inspiracion maxima. Indice de Tifennau:
FEV1/CVF; el FEV1 expresado como porcentaje de CVF es un indice muy util para
determinar la limitacion al flujo aéreo) en nifios de edad escolar habitantes de la ciudad de
México (Rojas-Martinez, R. et al 2007).

Adicional a las diferencias estacionales en los niveles de aductos, observamos un
amplio rango de variaciones interindividuales en los niveles de aductos PAH-DNA y % de
aberraciones cromosomicas en la poblacion de estudio (Figura 7). Estas amplias variaciones
interindividuales ya se han reportado en otros estudios (Nebert, D. W. and Dalton T. P.
2006; Whyatt, R. M., et al 2000; Gyorffy, E., et al 2008). Factores como la exposicion
acumulada y/o polimorfismos en enzimas de metabolismo que biotransforman los PAHSs en
metabolitos electrofilicos capaces de provocar dafios en DNA, o polimorfismos en enzimas
que conjugan dichos metabolitos con glutation y los hacen hidrosolubles para ser

excretados pueden afectar el rango de biomarcadores de exposicion en las poblaciones.

Investigamos la edad como posible factor confusor puesto que se han reportado
correlaciones positivas entre edad y niveles de aductos PAH-DNA en experimentos con
animales (Randerath, K., et al 1986) y en tejido cerebral humano de individuos con rango
de edad desde recién nacidos y hasta 100 afios (Randerath, K., et al 1993). El rango de edad
de los donantes de este estudio fue relativamente pequefio (19-40 afios), y no encontramos
correlacion entre niveles de aductos y edad. Por otro lado, hay reportes de diferencias en las
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tasas de formacion y remocién de aductos entre hombres y mujeres (Ryberg, D., et al
1994). En nuestro analisis, no observamos diferencias por genero, posiblemente debido a
los niveles de exposicion relativamente bajos en ambos grupos. Para eliminar o minimizar
las variables confusoras tales como estilo de vida, polimorfismos genéticos, dieta y otras
posibles variables que surgen cuando se analizan distintas cohortes, en este estudio
longitudinal se colectaron las muestras de los mismos individuos en dos épocas del afio

distintas, de manera que cada individuo actué como su propio control.

Al analizar el impacto de los alelos de riesgo, observamos que los individuos nulos
para GSTM1 que habitan en la porcion SE mostraron asociacion entre niveles de exposicion
a PM, y niveles de aductos en la época seca (Tabla Il). Esta asociacion resulto significativa
probablemente debido al nimero de voluntarios de viven en esta region y sus niveles altos
de exposicién a PM en comparacion con lo reportado en la region SO, que se exponen a un
nivel significativamente menor de PM. Resultados similares de asociacion entre genotipo,
exposicion y niveles de aductos se observaron en individuos ocupacionalmente expuestos
(Schoket, B. et al 2001), fumadores (Ketelslegers, H. B., et al 2006) y poblacion expuesta a
contaminacion ambiental (Binkova, B., et al. 2007). De igual forma, los voluntarios con
genotipo CYP1B1*3 que viven en la zona Noroeste (NO) mostraron una correlacion
significativa entre exposicion a PM;s y niveles de aductos a pesar del pequefio tamafio de
muestra de este grupo, esta asociacion refleja el impacto de la exposicién en el trayecto, ya
que de acuerdo con los datos recaudados en los cuestionarios, este grupo de voluntarios
viaja diariamente de norte a sur a través de corredores en los que se han reportado altos
niveles de PAHs. Hay reportes que indican que la mayor exposicion a contaminantes
ambientales ocurre durante el desplazamiento a través de avenidas de alto transito
vehicular, en el trabajo de Marr, L. C., et al en 2004, se reportan concentraciones de PAH
de entre 60 y 910ng/m? en tres trayectos por diferentes rutas de exposicion, todas partiendo
del NO (Cuautitlan lzcalli). La ruta que reportd la mayor concentracion de PAH fue de
Cuautitlan a Tacuba (910 ng/m3), mientras que la ruta de menor concentracion fue
Cuautitlan Huauchinango, un poblado a 3h de la ciudad de México (170 ng/m3), donde el

trafico es menos denso que en la ZMVM.
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Estas observaciones sugieren que los polimorfismos GSTM1 nulo y CYP1B1*3 son
relevantes en los niveles de aductos de DNA en leucocitos. La enzima GSTML1 est4
involucrada en la conjugacion de dihidro dioles epdxido de hidrocarburos arométicos
policiclicos con glutation (Hayes, J. D., et al 2005), la variante alélica nula se asocia con la
falta de expresion de una proteina funcional (Seidegard, J., et al 1990; Pemble, S., et al
1994), lo que incrementa las concentraciones de los dioles époxido que forman aductos con
el DNA. El alelo nulo de GSTM1 es un polimorfismo relativamente frecuente en la
poblacién mexicana (Montero, R., et al 2007; Pérez-Morales, R., et al 2008). La enzima
CYP1B1 juega un papel importante en la oxidacion de una variedad de carcinégenos como
los PAHSs y arilaminas (Shimada, T., et al 1996). El cambio del amino&cido leucina por
valina en el codon 432 (CYP1B1*3) se ha asociado con elevados niveles de aductos de
DNA en leucocitos (Schoket, B., et al 2001).

Similar a lo reportado por Martullo, G. et al en 2003 y Ketelslegers H. B. et al. en
2006, observamos un efecto aditivo de los alelos de riesgo en la formacion de aductos al
correlacionar aductos con la sumatoria de los alelos de riesgo (Figura 8). Estos resultados

enfatizan la importancia de estudiar la contribucion simultanea de varios genotipos.

Diversos reportes (Binkova, B., et al. 2007; Nebert D. 2006; Rojas M. 2000;
Schoket B. 2001; Ketelslegers 2006; Martullo 2003) sugieren que un solo gen (o
polimorfismo) no puede explicar las variaciones interindividuales en los niveles de aductos.
En este trabajo nos enfocamos en la combinacién de los polimorfismos CYP1A1*2a,
CYP1Al1*2c, CYP1A1*4, CYP1B1*3, GSTM1 y GSTTL1, los cuales en la mayoria de los
casos no tuvieron influencia en los niveles de biomarcadores en el analisis univariado, pero
fueron significativos al explorar maltiples polimorfismos simultdneamente en un analisis

multivariado, probablemente como consecuencia de sus interacciones.

Los datos de esta investigacion indican que las interacciones de multiples
polimorfismos genéticos pueden explicar parte de las variaciones interindividuales en los
niveles de aductos y que el analisis de varios genotipos simultaneamente es importante para
obtener mejores evidencias de los mecanismos que modulan los niveles de aductos.
Nuestros resultados se basan en observaciones en un nimero relativamente pequefio de
individuos y se observa claramente que los valores de aductos PAH-DNA entre individuos
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agrupados por variantes aléelicas en enzimas metabolicas se sobrelapan, aun considerando
que se trata de marcadores relevantes en el metabolismo de PAHs. Sin embargo se
observaron claras y significativas diferencias estacionales en los niveles de aductos y
aberraciones cromosomicas totales estimados en la mayoria de los grupos con los
polimorfismos analizados (CYP1A1*2A, CYP1A1*2C, CYP1A1*4, CYP1B1*3, GSTM1, y
GSTT1), asi como una evidente correlacion positiva entre niveles de aductos y la suma de
alelos de riesgo en las dos épocas del afio.

Aun faltan estudios de indices de contaminacion ambiental y biomarcadores de
exposicion en poblaciones latinoamericanas con las que compartimos gran parte de nuestra
historia evolutiva. La mayoria de los estudios enfocados a efectos de los contaminantes en
la salud se han llevado a cabo en poblaciones europeas y de norteamerica (tabla V1), y sus
frecuencias alélicas en enzimas de desintoxicacion no se asemejan a las nuestras, por lo que
las interacciones reportadas para otras poblaciones tienen que ser analizadas en otros grupos

étnicos para establecer asociaciones metabdlicas.

Por otro lado, en la ciudad de México no existen estandares de calidad del aire en
relaciéon con PAH o B(a)P, por lo que informacion referente a la presencia de estos
compuestos en el ambiente de la ZMVM es escasa. Nuestro estudio longitudinal
correlaciona exposicion a estos compuestos carcindgenos con riesgo a la salud en la época
seca (noviembre a mayo), debido sobre todo a la presencia de altas concentraciones de
PMy y PAH en el ambiente (Tabla Il). Estas observaciones podrian contribuir a
implementar y mejorar medidas de prevencién y proteccion para los habitantes del valle de
México, como minimizar las emisiones vehiculares que son la principal fuente de PAH en
laZMVM (Marr, L. C., et al 2004).
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