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RESUMEN

El material particulado (PM) es una mezcla de sustancias, que no son gases, que se
encuentran suspendidas en la atmosfera en forma de pequefias gotas o en forma sélida. El PM es
considerado uno de los contaminantes mas importantes en las grandes ciudades y para fines
préacticos de su estudio se clasifica de acuerdo al didmetro aerodinamico en tres grupos: particulas
gruesas, particulas finas y particulas ultrafinas (10>2.5 um, 2.5-1 pm y <1 um, respectivamente).
Las particulas pueden penetrar el sistema respiratorio y depositarse en él, tales procesos
dependen del didmetro de las particulas y esto va a determinar los efectos que puedan provocar;
siendo las particulas de un didmetro menor las que pueden llegar de manera mas profunda en las
vias respiratorias.

El PM representa un problema de la calidad del aire en la Zona Metropolitana del Valle de
México (ZMVM), debido a factores como la gran afluencia vehicular, las industrias presentes en la
zona, la altitud promedio de la ZMVM de 2240 msnm que favorece la formacion de particulas y
compuestos organicos derivados de la combustién de madera o combustibles fésiles, entre otros
factores. El PM puede tener asociados diferentes compuestos de naturaleza inorganica u orgénica,
que pueden ser por ejemplo, metales pesados o hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS),
respectivamente, los cuales pueden provocar dafio en las células del tejido pulmonar. En el caso
especifico de los compuestos orgénicos, existen diferentes familias de hidrocarburos que pueden
provocar dafio en el DNA. Tales compuestos comparten la caracteristica de requerir bioactivacion
metabdlica debido a sus caracteristicas hidrofébicas que dificultan su eliminacion, sin embargo,
cuando esto sucede se generan especies reactivas que pueden unirse covalentemente con
biomoléculas y generar aductos. Los aductos en el DNA son considerados como uno de los eventos
primarios de la carcinogénesis quimica ya que pueden provocar mutaciones en genes importantes
del control celular, la deteccion de este tipo de alteraciones es util como un biomarcador de dosis
bioldgicamente efectiva y también de exposicion. Existen mecanismos de reparacion encargados
de la eliminacion de este tipo de alteraciones en el material genético, como el sistema de
reparacion por escision de nucledtidos (NER).

En este estudio se evaluaron los niveles de aductos en tejido pulmonar de ratas Sprague-
Dawley expuestas a particulas atmosféricas concentradas de la ZMVM en un periodo agudo (3
dias) y uno subcronico (8 semanas) con particulas gruesas, finas y ultrafinas. Los niveles de aductos
no mostraron diferencias significativas entre ambos periodos de exposicion, a pesar de las

diferencias en la duracion de la exposicion, a excepcion de los grupos controles, en los cuales se

Vil
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encontraron diferencias debidas a limitaciones del sistema de concentracion de aerosoles
empleado en este trabajo. Asimismo, cabe destacar, que de acuerdo con nuestros resultados las
particulas finas y en mayor medida las ultrafinas parecen poseer una mayor capacidad de generar
aductos respecto a las demas.

Con los resultados obtenidos, para intentar explicar el no incremento en los niveles de
aductos en los periodos de exposicion agudo y subcrénico, se evalud la expresion de la proteina
Excision repair cross complementing group 1 (ERCC1, elemento importante del sistema NER) para
poder analizar la posible accion de los mecanismos de reparacion del DNA sobre los niveles de
aductos. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para todos los grupos de
animales tratados con los distintos didmetros de particulas comparandolos entre los periodos de
exposicion aguda y subcrénica, siendo mas elevados en esta ultima. Finalmente las particulas de la
ZMVM son capaces de generar aductos en el DNA en un modelo in vivo, en mayor medida las
particulas ultrafinas y los niveles de dafio observados parecen estar afectados por la induccién de
la reparacion del DNA, cuestion por la cual no se aprecia un incremento en el dafio al DNA debido

al tiempo de exposicion.

VI
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1. INTRODUCCION
1.1 Material Particulado

En general el término de material particulado (PM) se refiere a todos los compuestos
presentes en la atmosfera que no son gases, los cuales estan suspendidos en el aire en
forma de gotas o particulas s6lidas o mezclas de ambas (Rana, 2006). La distribucion del
total de particulas suspendidas (TSPs) en el aire ambiental es trimodal, la cual incluye

particulas gruesas, finas y ultrafinas (Pope, 2000; Pope and Dockery, 2006).

De acuerdo con recomendaciones de la Organizacion Mundial de Salud (WHO, por sus
siglas en inglés), en 2003, es conveniente clasificar a las particulas por sus propiedades
aerodinamicas debido a que: (a) éstas propiedades determinan el transporte y remocion
de particulas en el aire; (b) estas también van a determinar la deposicion de las particulas
dentro del sistema respiratorio y (c) el tamafio esta asociado con la composicion quimica y
las fuentes de origen de las particulas. Estas propiedades son convenientemente
resumidas por el diametro aerodindmico para su estudio, debido a que no todas las
particulas tienen el mismo didmetro y no son totalmente esféricas, la clasificacién de
acuerdo al didmetro aerodindmico sigue la ley de fluidos de Stokes (Manahan, 2010), en la
cual la velocidad de sedimentacion de una particula estara en funcion del diametro de

particulay la densidad, y se calcula con la siguiente ecuacion:

v = gd*(p1 — p2)
187
Donde V es la velocidad de sedimentacion expresada en cm/s, g es la aceleracion de la
gravedad en cm/s?, pl es la densidad de la particula expresada en g/cm?, p2 es la densidad

del aire igualmente expresada en g/cm®y n es la viscosidad del aire expresada en Poises.

El diametro aerodinamico es el diametro de una particula esférica que tiene la misma
velocidad de sedimentacién que otra particula independientemente de su forma, tamafio

0 densidad. El usar diametros aerodindmicos permite a los especialistas en higiene
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ocupacional comparar particulas de diferente tamafios, formas y densidades en términos

de cdmo se sedimentan en la corriente de flujo de aire (CCSSO, 1999).
1.1.2 Origen y clasificacion de los diferentes tipos de PM

Las particulas atmosféricas son un constituyente natural de la atmdsfera, ya que se
generan a partir de procesos como la erosion del suelo, los incendios forestales, el
desprendimiento del polen de la vegetacion y las erupciones volcanicas (Pope and
Dockery, 2006), sin embargo, también puede son originadas a partir de actividades

humanas.

Las particulas mas grandes, se originan principalmente por disrupciébn mecanica de
materiales solidos que involucran procesos de rompimiento, pulverizacion o abrasion de
materiales o por polvo suspendido en el aire. Entre las principales fuentes de estas
particulas se encuentran la agricultura, las actividades industriales, la construccion y
demolicién de edificaciones, los caminos no pavimentados, cenizas y los granos de polen,
esporas y partes pequeias de insectos y plantas (WHO, 2003; Pope and Dockery, 2006).
Estas pueden ser clasificadas como PM < 10 um de tamafio aerodinamico y llamadas PMj,
o clasificadas como particulas gruesas por su comportamiento modal en el aire con un

tamafio aerodinamico de 10 a 2.5 um (PMio25).

Por otro lado, las particulas finas pueden originarse a partir de gases y condensacion de
vapores a altas temperaturas durante la combustion; o absorcion de compuestos
guimicos; las principales fuentes de particulas finas son la quema de combustibles fésiles y
madera, procesos de fundicion y procesamiento de metales, el uso de vehiculos que
utilizan gasolina o diesel, plantas de cemento o fabricas de papel (Pope and Dockery,
2006).

Las particulas més pequefias, menores a 1 um, conocidas como particulas ultrafinas, son
formadas por procesos de nucleacion, que es la condensacion de vapores a baja presion
formadas por vaporizacion de sustancias a altas temperaturas o0 por reacciones

fotoquimicas en la atmosfera (Brunekreef and Holgate, 2002; WHO, 2003; Pope and
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Dockery, 2006). Las particulas en nucleacién pueden crecer por medio de procesos de
coagulacion y condensacion, el primero se refiere a la combinacién de dos o mas
particulas para formar una mas grande y el segundo a la condensacién de gases en la
superficie de particulas ya existentes. La eficiencia de los procesos de coagulacion y
condensacién es menor con el aumento en el tamafio de la particula, lo cual produce un
limite en el que las particulas no pueden desarrollarse por estos procesos mas alla de 1
um aproximadamente, entonces las particulas tienden a acumularse entre 0.1 y 1 um,

denominado rango de acumulacion (Figura 1) (WHO, 2003).

1
i
_ Vapor I G%ngmdas
1 mecanicamente
1
- Condensacion I
1
= Mucleacion :
7 - 1
= |
=
(= '-E 1
4 T 1
& |
— & I
g '
1
=1 i
| I | 1 1
pm 0002 00 0.1 1 10 100
Mucleacion Acumulacian Grueso
l i
o e F- s EEEEEE
Particulas finas o F"a.rtl'l:ula.sgruesas
EmmsEw e GF LALLL L)
Material particulado total suspendido -
Vida media =12 hora 1-2 semanas 1 hora

Figura 1: Comportamiento y vida media de las particulas, donde se muestran los procesos de nucleacion,
condensacion y coagulacion. Modificado de "Aerodynamic Behavior of Aerosols" de Salud Ambiental.
Disponible en: http://ocw.jhsph.edu. DerechosReservados© Johns Hopkins Bloomberg Escuela de Salud

Pablica.

1.2 Caracteristicas fisiograficas de la Zona Metropolitana del Valle de México

De acuerdo a la descripcion de la Secretaria de Medio Ambiente (SMA) del Gobierno del
Distrito Federal (GDF) en 2008, la Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) abarca

una superficie de 7,732 km?, de la que el 19% lo cubre el Distrito Federal y el 81%
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restante, el Estado de México; se ubica en la parte “este” de la regién conocida como
Sistema Neovolcanico Transversal, formando parte del ecosistema de bosque templado,

ademas de poseer una altitud promedio de 2240 metros sobre el nivel del mar.

La altitud en la que se encuentra la ZMVM ocasiona que los procesos de combustion sean
deficientes y por lo tanto sean emitidas mayores cantidades de contaminantes debido a
una concentracion de oxigeno 23% menor a la que se puede encontrar al nivel del mar; la
posicién latitudinal es otro factor involucrado en la generacion de contaminantes, ya que
la radiacion solar al ser intensa acelera la formacién fotoquimica de contaminantes
atmosfeéricos; sumado a ésto, las cadenas montafiosas que rodean a la ZMVM no permiten

el libre flujo de corrientes de aire que desplacen los contaminantes.

En la ZMVM se presentan varios subtipos de climas, como resultado de las diferencias de
elevacién y relieve del terreno: templado con lluvias en verano, templado hiumedo y
subhimedo con lluvias en verano y por ultimo, el clima seco. Ademas la temporada de
lluvias y la humedad relativa alta inicia a mediados de mayo y se vuelve mas evidente
entre junio y octubre. Un aspecto importante de la precipitacion pluvial es que propicia un
efecto de “lavado troposférico”, lo cual favorece una mejor calidad del aire de la zona,

puesto que disminuye la generacion de particulas.
1.2.1 Distribucién de PM en la ZMVM

Con datos de la SMA-GDF del afio 2008, la distribucién espacial de las emisiones de PMg
(Figura 2), nos muestra una alta concentracion en la region central de la ZMVM en su
mayoria sobre el Distrito Federal, las emisiones son generadas principalmente por la
intensa actividad vehicular; en el caso de las zonas periféricas, las emisiones son atribuidas
a las vialidades sin pavimentar. En algunas zonas, las emisiones son resultado de la
combinacion de las fuentes méviles y de la actividad industrial. El patron de distribucién
de las emisiones de PM,s es similar al anterior, donde las emisiones del centro son
originadas por las fuentes mdviles y en los municipios cercanos al Norte del Distrito
Federal, son debidas a las fuentes puntuales (SMA-GDF, 2008; Garcia-Suastegui, et al.,
2011).
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En el caso del Estado de México, los municipios de Tlalnepantla de Baz, Ecatepec,
Acolman, Naucalpan de Juarez, Atizapan de Zaragoza, Tultitlan y Cuautitlan Izcalli son los
que presentan una mayor concentracién de PMyo y PM, 5. En el caso de los tres primeros
municipios, las emisiones ademas de ser de fuentes moviles, son derivadas de actividades
de produccion de materiales para la construccion, fundicién y moldeado de productos

metalicos, asi como por la generacion de energia eléctrica.
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Figura 2: Izquierda: distribucion espacial de PMy, en la ZMVM. Derecha: distribucion espacial de PM, s en la
ZMVM. Tomado de SMA, 2008.

1.3 Composicién del material particulado

El material particulado o particulas atmosféricas es una mezcla heterogénea de
compuestos quimicos organicos e inorganicos adsorbidos o absorbidos a un nucleo de
carbono. Las propiedades que determinan la peligrosidad de PM pueden ser de caracter
fisico o quimico, como el tamafio de la particula, el nUmero de estas mismas o el &rea de
superficie; también la acidez de las particulas determinada por las concentraciones de H”,
SO42 NOs3 y NH4". Los compuestos organicos o inorganicos asociados a éstas como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), nitrosaminas o aminas aromaticas, sales y

metales de transicion y ademas componentes bioldgicos como alérgenos o endotoxinas
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también participan en la toxicidad del PM (Donaldson and Stone, 2003; Gutiérrez-Castillo,
et al., 2005).

En estudios realizados en la Ciudad de México en los que se ha analizado la composicién
de las particulas atmosféricas PM2s y PMso, se ha visto que uno de los principales
componentes del material particulado presente en la ciudad, es el carbono elemental (EC)
y el carbono organico (OC), este Ultimo en mayor proporcién (De Vizcaya-Ruiz, et al.,
2006; Mugica, et al., 2008; Mugica, et al., 2009; Valle-Hernandez 2010). Dentro del OC
estan una serie de compuestos que ya se han mencionado como los PAHSs, nitrosaminas y
aminas aromaticas, los cuales tienen una enorme relevancia porque estos compuestos
carbonados pueden llegar a ser muy dafiinos ya que son agentes mutagénicos y

carcinogénicos y pueden tener efectos adversos en la salud.

La abundancia relativa de los diferentes tamafios de particulas determina cuales son
aquellas que pueden resultar mas dafiinas. Por ejemplo, las particulas ultrafinas son las
gue poseen un mayor potencial genotdxico por su composicion y el nivel de absorcion que
poseen, siendo consideradas como particulas respirables. Sin embargo tienden a
aumentar de tamafo a particulas finas por procesos de nucleacion, de tal manera que la
vida media de estas particulas disminuye, por lo que las particulas finas pueden ser las que
representan el mayor riesgo a la salud debido a su abundancia y no tanto por su

composicion (Topinka, et al., 2010).
1.4 Anatomia de las vias respiratorias y penetrabilidad de las particulas

La anatomia de las vias respiratorias se divide en tres regiones: 1) nasofaringea cuya
principal funcién es olfatear, calentar, humedecer y filtrar el aire inhalado, 2)
traqueobronquial, su funcién es favorecer la humidificacion y filtracion del aire y
conducirlo de las vias aéreas superiores a la region de intercambio gaseoso, y 3) region
alveolar de intercambio gaseoso, que incluye a los bronquiolos terminales y respiratorios y
a los ductos y sacos alveolares, que contiene a los alvéolos, en donde se realiza el

intercambio gaseoso (Debray, 2010).
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De acuerdo al grado de penetracion que pueden tener los diferentes tipos de particulas,
éstas pueden denominarse de la manera siguiente: "particulas inhalables"”, que pasan a las
vias respiratorias superiores (nariz y boca); "las particulas toracicas", que se depositan en
las vias respiratorias inferiores o en la region tragueobronquial y "particulas respirables”,
que penetran a la region de intercambio gaseoso en los pulmones o region alveolar

(Figura 3) (Brunekreef and Holgate, 2002; WHO, 2003).

Inhalacion de particulas

Masofaringea _ _
Tragqueobronguial I |
1

Alveolar

0. 100

Tamaiio de particula pm

Figura 3: Grado de penetrabilidad de las particulas en las vias respiratorias de acuerdo al tamafio.
Modificado de: "Particle inhalation" de impacto de la Influenza Pandémica en la Salud Publica. Disponible

en: http://ocw.jhsph.edu. Derechos Reservados© Johns Hopkins Bloomberg Escuela de Salud Publica.

1.4.1 Mecanismos de depdsito

De las fosas nasales a los pulmones, el aire que es inhalado sigue una compleja via, en la
gue inicialmente el aire aspirado entra relativamente a alta velocidad en la nariz y pasa a
la cavidad nasal. En la regién traqueobronquial, la velocidad del aire es moderada, debido
al aumento del area de la seccidn transversal de las vias respiratorias en cada bifurcacion.
Finalmente en la region pulmonar, la velocidad del aire es muy baja debido que ahora el
volumen de aire inspirado estd distribuido en una gran area alveolar de intercambio
gaseoso. De acuerdo a Valentine y Kennedy (2008), los diferentes mecanismos de
depésito de particulas estan determinados por el tipo de particula y las caracteristicas
individuales de la anatomia del tracto respiratorio. Tales mecanismos incluyen la

impactacion, sedimentacion, intercepcion y difusion y se ilustran en la Figura 4.
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e Impactacion: cuando un flujo de aire cambia de direccién, la inercia de alguna
particula suspendida puede causar que continte en su direccién original por algin
corto tiempo antes de que ocurra el cambio de direccidn. Asi, la impactacion
sucede cuando las caracteristicas de las particulas son tales que no pueden seguir
la corriente de aire, las particulas salen del flujo y se impactan sobre la superficie
de las vias respiratorias. La impactacion es el proceso principal en particulas
mayores a 1 umy en regiones del tracto respiratorio donde la velocidad del aire es
alta y los cambios de las corrientes de aire son abruptos.

e Sedimentacion: las particulas suspendidas en un gas pueden poco a poco
depositarse por influencia de la gravedad. La velocidad en la cual las particulas se
depositan es proporcional a la densidad de la particula y al cuadrado de su
didmetro. La sedimentacion es también un mecanismo importante en particulas
mayores a 1 umy en regiones en las que la velocidad del aire es baja.

e Intercepcion: la intercepcion ocurre cuando la trayectoria de las particulas es lo
suficientemente cercana a la pared de la via respiratoria tal que la particula entra
en contacto con la superficie. La intercepcion es un mecanismo importante de
depésito de fibras. Las fibras generalmente se alinean en la misma direccion que la
corriente de aire, sin embargo cuando la direccion del flujo cambia como sucede
en las ramificaciones de las vias respiratorias el depdsito de la particula puede
ocurrir. La intercepcion incrementa las turbulencias de las corrientes de aire y
disminuye el didmetro de la via respiratoria.

e Difusion: las moléculas de gas que rodean a las particulas de aerosoles,
continuamente golpean a estas particulas, induciendo un movimiento aleatorio de
las particulas, conocido como “movimiento browniano”. Este proceso es
inversamente proporcional al diametro de particula, pero es dependiente de su
densidad. La difusion no representa un mecanismo de depoésito importante para
aquellas particulas mayores a 0.5 um, pero si representa el principal mecanismo de

depdsito en los alvéolos cuando la velocidad de la corriente de aire es baja.
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Figura 4: Mecanismos de depdsito de las particulas en las vias respiratorias. Modificado de Valentine and
Kennedy, 2008.

1.4.2 Mecanismos de eliminacién

Existen diferentes mecanismos de eliminacion de las particulas de las vias respiratorias,
los cuales van a depender del tamafio de éstas y de la regidon en la que se encuentre
localizada (Valentine y Kennedy, 2008; Tabla 1). En la region nasofaringea, los vellos
nasales filtran las particulas méas grandes y las particulas que logran pasar esa barrera se
adhieren en una mucosidad que recubre al epitelio respiratorio no ciliado, las cuales son
removidas generalmente por estornudos o limpieza de la nariz. Las particulas que se
depositan en la regién més distal de la cavidad nasal son eliminadas por una capa de moco
qgue recubre a un epitelio ciliado que mediante movimientos coordinados (transporte
mucociliar) impulsa el moco a la region nasofaringea en donde pueden ser eliminadas por
engullimiento o expectoracion. De la misma manera en la region traqueobronquial, el
principal mecanismo de eliminacion de particulas es por medio de transporte mucociliar.
Aqui, las particulas son transportadas hacia la region nasofaringea para ser removidas por

engullimiento o expectoracion.
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En la region alveolar, los mecanismos de eliminacion de particulas son diferentes. Ocurren
por procesos de disolucion, fagocitosis y admisién al sistema vascular o por el sistema

linfatico.

El proceso de disolucion ocurre en el fluido de revestimiento de las vias respiratorias y los
alvéolos. Los componentes de las particulas se disuelven y pasan al intersticio celular o al
sistema linfatico para posteriormente llegar a la sangre. Los macréfagos son el principal
mecanismo de eliminacion de particulas ya que la capa de moco y el epitelio ciliado estan
ausentes en los alvéolos; estas células fagocitan particulas o fibras que se encuentran
hasta la region terminal del epitelio ciliado. Finalmente particulas libres o asociadas a
macrofagos puede entrar al sistema linfatico y ser translocadas a los ganglios linfaticos
traqueobronquiales, donde se pueden acumular o pasar al torrente sanguineo. Las
particulas que no son eliminadas por medio del sistema linfatico o por rutas bronquiales,
pueden eventualmente migrar dentro del intersticio hacia la pleura donde pueden cruzar

el endotelio vascular y llegar al torrente sanguineo.

Tabla 1: Eliminacién de particulas

Tiempo medio de

Region anatomica Mecanismo de eliminacion
eliminacion
Nasofaringea Transporte mucociliar Minutos
Traqueobronquial Transporte mucociliar Minutos-horas
Alveolar Macroéfagos Dias-semanas
Alveolar Migracion intersticial Meses
Alveolar Disolucién Meses-afos

Modificado de Valentine and Kennedy, 2008

1.5 Biodisponibilidad de los compuestos asociados al PM

Los compuestos orgénicos asociados al PM tienen caracteristicas quimicas que los hacen
liposolubles y estas mismas propiedades hacen que puedan ser absorbidos con facilidad
por los pulmones, el intestino o la piel. En el caso de la absorcidn en las vias respiratorias,

después del depdsito de las particulas, los PAH asociados al PM pueden ser removidos
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parcialmente en la mucosa ciliada durante su transporte y pueden estos penetrar a las

células del epitelio bronquial donde su metabolismo puede llevarse a cabo (WHO, 2000).

Los PAH son absorbidos por ingestion, inhalacion o absorcion dérmica. Seguido de la
absorcion, los PAH pueden entrar en la linfa 'y el flujo sanguineo. El benzo[a]pireno (B[a]P)
es un compuesto aromatico utilizado ampliamente para investigar los efectos y el
metabolismo de los PAH y otros compuestos aromaticos. En el caso del B[a]P, este es
facilmente absorbido por el intestino y tiende a localizarse principalmente en el tejido
adiposo o en tejidos ricos en lipidos con las glandulas mamarias. La desaparicion del B[a]P
en sangre, después de una inyeccion intravenosa en rata es muy rapida, teniendo una vida
media de aproximadamente 5 minutos. La rapida desapariciébn de los compuestos
organicos es debida al metabolismo y sobre todo a su distribucion en los tejidos (Kulkarni
and Mehendale, 1998).

Sin importar la ruta de administracion, los PAH son distribuidos ampliamente y de manera
muy rapida en el organismo. El patron de distribucion es muy similar cuando la
administracion es intravenosa o intratraqueal. Niveles detectables de B[a]P pueden ser
observados en la mayoria de los Organos internos entre los primeros minutos-horas
después de su administracion. El B[a]P puede cruzar facilmente la barrera placentaria y

llegar al feto de manera directa (WHO, 2000).

La inhalacién de **C-B[a]P asociado a particulas de carbdn en ratas, resulta en niveles 100
veces més altos de **C en pulmones de ratas al final de la semana 12 de exposicién,
comparandolos con ratas que solo fueron expuestas a **C-B[a]P. Asimismo, el descenso de
tales niveles de radiacién, en las ratas expuestas a *C-B[a]P asociado a particulas de
carbon, se observo en la semana 34 después de la exposicion, y en las ratas expuestas solo
con '*C-B[a]P alrededor de la semana 6 (Wolff, et al., 1989; WHO, 2000); esto debido a
gue las particulas y los compuestos asociados a estas permanecen mas tiempo en el tejido

pulmonar y su eliminacién es mas lenta.
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1.6 Bioactivacion de xenobidticos a metabolitos reactivos

Los organismos superiores tienen dos formas de manejar compuestos lipofilicos, la
primera consiste en almacenarlos en compartimentos lipofilicos dentro del cuerpo, esto
sucede cuando los compuestos son extremadamente lipofilicos, por ejemplo, compuestos
policlorados que son muy dificiles de metabolizar; normalmente estos compuestos
permanecen secuestrados en éstos compartimentos por meses o afios, por lo tanto no
son tan peligrosos (Boelsterli, 2007). La segunda forma es convertir enzimaticamente los
compuestos lipofilicos a especies mas hidrofilicas. Este proceso es denominado
biotransformacion (metabolismo de xenobiéticos) el cual consiste de dos principales tipos
de reacciones. El agente es primero sustrato de un amplio espectro de enzimas oxidantes
(metabolismo de fase I) que introduce grupos polares en las moléculas y hace a las
moléculas sustratos mas adecuados para la conjugacion (metabolismo de fase Il) con
moléculas enddgenas (Tabla 2) (Franklin and Yost, 2000; Boelsterli, 2007; Gooderham and
Carmichael, 2007; Phillips, 2007). El conjugado resultante es sustancialmente mas soluble
en agua que los compuestos anteriores y asi es mas facil de excretar por el organismo. Los
metabolitos de fase | se forman a menudo a través de la generacidon transitoria de
compuestos reactivos tales como epoéxidos, pero se convierten rapidamente en grupos
hidroxilo por conversion enzimatica 0 no enzimética por reaccion con el agua. Sin
embargo, su presencia en la célula puede dar lugar a la reaccion con macromoléculas

(Gooderham and Carmichael, 2007; Phillips, 2007).

Los agentes quimicos que requieren conversion metabdlica para poder ejercer su efecto
carcinogénico pueden ser llamados pro-carcindgenos y aquellos metabolitos que poseen
una reactividad electrofilica muy elevada son llamados carcindgenos finales (Gooderham
and Carmichael, 2007).
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Tabla 2: Resumen de las principales reacciones de funcionalizacion y conjugacion involucradas

en la biotransformacion de xenobidticos.

Enzima (familias)

Funcién

Fase | Sustrato funcionalizacion
Oxidacién o reduccion, incluyendo
hidroxilacion aromatica o alifatica, epoxidacion
Citocromo P450 (CYP) N-, O-, o S-desalquilacién, N-hidroxilacion,

Monoxigenasa dependiente de flavina (FMO)
Peroxidasa (Px)
Carbonilesterasa; Amidasa
Alcohol deshidrogenasa (ADH)
Epoxido hidrolasa (EH)

sulfoxidacion, desulfuracion, deshalogenacion
oxidante
N- y S-oxidacién
Reduccion de hidroperoxidos a alcoholes
Hidrolisis de ésteres o enlaces peptidicos
Oxidacién de alcoholes a aldehidos

Hidrolisis de epdxidos a dihidrodioles

Fase I

Sustrato conjugacion

Uridin difosfato (UDP) — Glucuronosil
transferasa (UGT)

Sulfotransferasa (SULT)

N-acetiltransferasa (NAT)

Glutation-S-transferasa (GST)

Transferencia de &cido glucorénico (del &cido
UDP-glucordnico) al xenobidtico
Transferencia de sulfato (del fosfoadenosin
fosfosulfato) al xenobi6tico
Trasferencia de acetato (de la acetil-CoA) al
xenobidtico

Transferencia de glutation al xenobiotico

Modificado de Boelsterli, 2007.

1.6.1 Citocromo P450 (CYP)

Los citocromo P450 son una superfamilia de enzimas encontradas en algunos procariontes
y en todos los eucariontes, se han encontrado de 400 a 2000 genes de CYP (Rose and
Hodgson, 2004; Boelsterli, 2007) (tan solo en Drosophila melanogaster se han identificado
90 genes distintos), a su vez muchas isoformas con especificidad distinta o parcialmente
superpuestas han sido descritas en mamiferos e insectos. Son muy importantes en la

biotransformacion de muchos compuestos enddgenos (esteroides, acidos biliares, acidos
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grasos y prostaglandinas) y exdgenos (contaminantes ambientales, farmacos, compuestos
contenidos en plantas, hidrocarburos policiclicos aromaticos, entre otros) (Boelsterli,
2007).

En los vertebrados el higado es la fuente mas abundante de CYP y la mas activa en la
monooxigenacion de xenobiodticos. CYP y otros componentes del sistema de
monooxigenasas dependientes de CYP han sido encontrados también en piel, mucosa
nasal, pulmén, tracto gastrointestinal, posiblemente reflejando la evolucion de los
mecanismos de defensa en sitios de entrada o exposicion en el cuerpo. En el higado, las
CYPs metabolizan una gran cantidad de xenobiéticos tales como esteroides enddgenos y
pigmentos biliares; las CYPs en el pulmén parecen también estar destinadas
primariamente con oxidaciones de xenobidticos, sin embargo el rango de sustratos parece
estar mas restringido que en el higado; la piel y el intestino delgado donde también
pueden llevar a cabo oxidaciones, pero sus actividades no estan bien caracterizadas (Rose
and Hodgson, 2004).

1.7 Aductos en el DNA

Algunos xenobidticos y sus metabolitos son reactivos porque exhiben un centro
intramolecular caracterizado por una densidad baja de electrones (tales moléculas son
llamadas electrofilos), estos centros electrofilicos pueden ser atacados preferencialmente
por un centro con un alto nimero de electrones de otra molécula (denominados
nucleofilos), cuando tales centros reaccionan se obtiene como resultado un enlace
covalente o aducto; los blancos nucleofilicos en el DNA son predominantemente sitios con
alta densidad electrénica, como lo son los atomos de oxigeno y nitrégeno presentes en las
bases que componen a los &cidos nucleicos, ademas existen otros factores que
determinan el sitio y la manera en la que se forman los aductos, entre ellos estan la
secuencia del DNA o en su caso de la proteina, el tamafio y la reactividad de las especies
electrofilicas, impedimentos estéricos, entre otros (Boelsteri, 2007). Tales uniones de
compuestos carcindgenos en el DNA resultan en la formacion de una base nitrogenada

alterada quimicamente (Phillips, 2007).
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Las principales uniones covalentes de carcindgenos en el DNA involucran la modificacién
de las bases nitrogenadas (purinas y pirimidinas), a través de algunos agentes que
reaccionan con los enlaces fosfodiester. La guanina es la base mas cominmente atacada
por moléculas electrofilicas o carcin6genos potenciales y por lo tanto mas extensamente
modificada, con interacciones que ocurren en N, N-3, 0%, N-7 y C-8 (Boelsterli, 2007;
Phillips 2007). Los aductos en la adenina son formados en los atomos N-1, N-3, N® y N-7.
Los aductos en las pirimidinas son formados en 0%, N-3, N*y C-5 en la citosina, y 0% y 0*
en la timina (Phillips, 2007).

Algunos compuestos no son capaces de alterar la estructura helicoidal del DNA (agentes
metilantes), otros compuestos promueven la conversién de B-DNA a Z-DNA, pueden
llevan a la desnaturalizacién del DNA o causar distorsiones en la doble hélice (moléculas
voluminosas “Bulky adducts”, como los PAH o la aflatoxina B1) lo que podria llevar a
errores en la replicacion debido a la actividad de las polimerasas (Phillips, 2007; Schorr,
2010). Los aductos que deforman el DNA son reparados mas rapido que aquellos aductos

gue no provocan cambios en la doble hélice (Schorr, 2010).
1.7.1 Familias de compuestos que generan aductos en el DNA

Entre las clases de compuestos que son capaces de formar “bulky adducts” o aductos
abultados o voluminosos, se pueden mencionar a las N-nitrosaminas, las aminas

aromaticas y los hidrocarburos aromaticos policiclicos (Beland and Poirier, 1994).

e N-nitrosaminas: Las nitrosaminas son un grupo de compuestos quimicos que se han
visto asociados a diversos tipos de tumores, la mayoria de los méas de 400 compuestos
N-nitrosos que han sido evaluados han mostrado ser carcinégenos, como resultado de
ello, las N-nitrosaminas han sido consideradas como potentes compuestos
carcindgenos. La activacion metabdlica de estos compuestos es inicialmente mediante
la a-hidroxilacion, por lo cual aquellas N-nitrosaminas que posean un a-hidrogeno
tienen un potencial carcinogénico mas alto (Wood and Lai, 2010). Los aductos
predominantes en el DNA son los N-alquilpurinas (7-guanina y 3-adenina) los cuales

son reparados por la accién de enzimas glicosilasas como la glicosilasa 3-metiladenina,
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generando sitios apurinicos que si no son reparados correctamente, se pueden

generar mutaciones (Shuker and Bartsch, 1994).

No existe evidencia para creer que los humanos tengan diferencias con los modelos
experimentales animales en su capacidad de metabolizar N-nitrosaminas y formar

agentes alquilantes que reaccionen con el DNA (Shuker and Bartsch, 1994).

e Aminas aromaticas: Las aminas aromaticas fueron unos de los primeros compuestos
guimicos que se consideraron carcindgenos en humanos y en modelos experimentales
animales debido a los efectos genotdxicos que estos presentan a través de la
formacion de aductos en el DNA; fuentes de exposicion a estos compuestos son los
lugares de trabajo, el humo del tabaco, alimentos carbonizados o la contaminacién

ambiental (Kadlubar, 1994).

La via de activacién predominante en este tipo de compuestos es la oxidacion del
grupo amino que genera un ion nitrenio electrofilico, el cual puede ser estabilizado por
resonancia siendo lo suficientemente estable como para viajar del sitio de activacion y
poderse unir al DNA; la estructura molecular plana hace que la intercalacion con el
DNA sea posible y se pueda unir con las bases nitrogenadas ademas que esto facilita

su metabolismo (Woo and Lai, 2010).

Para la mayoria de las aminas aromaticas carcindgenas, el derivado (aril-NH)-C8-dG,
representa el aducto carcinégeno predominante formado in vivo después de
tratamientos agudos o cronicos (Kadlubar, 1994).

e Hidrocarburos aromaticos policiclicos: A pesar de que esta familia de compuestos es
bien conocida por tener un gran potencial carcindgeno, realmente solo algunos
compuestos son realmente potentes. Practicamente todos los PAH son carcindgenos
potentes contienen de 4-6 anillos con una region “bahia” porque la activacién
metabolica del anillo diol epdxido de la regién bahia ha demostrado ser clave en la via
metabolica. La apertura del anillo epoxido genera un ion carbonilo electrofilico que

puede ser estabilizado por el sistema de anillos y dar tiempo suficiente para que se
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pueda unir al DNA. Otras caracteristicas estructurales que pueden incrementar el
potencial carcinogénico de los PAH son el bloqueo de la region L por fusion de anillos
gue evita la formacion de conjugados con glutatién, evitando asi su eliminacion y la
presencia de un grupo metilo muy cercano a la region bahia que la distorsiona

ligeramente (Wood and Lai, 2010).

Estas modificaciones covalentes del DNA, normalmente en las bases, son generalmente
consideradas como uno de los eventos primarios en la carcinogénesis quimica. Durante la
replicacién celular los aductos en el DNA pueden resultar directamente en mutaciones en
genes que controlan el crecimiento y ciclo celular y asi favorecer la formacion de una

neoplasia (Gooderham and Carmichael, 2007).

En estudios in vitro, se ha encontrado en el caso de los PAH la formacién de BDPE DNA-
aductos secuencia-especifica en el gen p53 en células de epitelio bronquial, ocurriendo
estos en las mismas posiciones en las que se producen la mayoria de las mutaciones en el
gen p53 en cancer pulmonar humano. Asimismo se ha observado que la formacion de
aductos en el DNA tienen la capacidad de activar pro-oncogenes como H-ras (Godschalk et
al., 2002).

Estas modificaciones covalentes han sido estudiadas con gran interés como
biomarcadores de riesgo a cancer en modelos animales (Poirier, 1997); la formacion de
aductos y la subsecuente formacion de mutaciones son considerados causas necesarias
pero no suficientes en la via de exposicion a carcinégenos quimicos que lleva al desarrollo

de cancer (Poirier, 1997; Rundle, 2006).

En la epidemiologia molecular, los aductos en el DNA han sido considerados como
biomarcadores de dosis efectiva de un carcindgeno, esto es, representan la cantidad del
carcin6geno absorbida por el cuerpo, la cual escapa de los mecanismos de
desintoxicacion, llegando a causar alteraciones en macromoléculas de la célulay que al no
ser reparadas, pueden ser detectadas. Los aductos son considerados también
biomarcadores utiles en estudios epidemioldgicos en los cuales se intenta demostrar que

la exposicién ambiental a un xenobidtico puede causar cancer; asimismo la medicion de
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los aductos se ha encontrado Util en otras areas de la investigacion como la evaluacion de
la exposicion, estudios de los efectos en polimorfismos en genes de metabolismo o
reparacion del DNA (Rundle, 2006).

Los aductos se forman tipicamente en concentraciones in vivo muy bajas,
aproximadamente <3 aductos/10° nucle6tidos, lo cual representa una gran dificultad para
cuantificarlos, sin embargo con la llegada de nuevas técnicas como el inmunoensayo o el
¥2p_postlabeling, la cuantificacién de los aductos presentes en poblaciones humanas ha
sido posible (Beland and Poirier, 1994).

La formacion de aductos ha sido reconocida como una propiedad comun de algunos
carcindgenos y la formacion de tales aductos es la base de varias estrategias actuales en

epidemiologia molecular y biomonitoreo (Dipple, 1995).
1.8 Mecanismos de reparacion del DNA

La integridad de DNA gendmico, esta siendo continuamente alterada por productos
enddgenos del metabolismo celular o por infinidad de agentes ambientales, que pueden
inducir varios tipos de dafio en el DNA, los cuales pueden ir desde simples alteraciones en
las bases nitrogenadas a lesiones que distorsionan de manera importante la doble hélice,
estas alteraciones pueden tener como resultado disfunciones celulares tales como
inestabilidad genética, mutagénesis o muerte celular (Balajee and Bohr, 2000; Costa et al.,
2003). Las lesiones generadas de manera endégena pueden ser resultado de procesos de
hidrdlisis, oxidacién y metilacién no enzimatica del DNA. Ejemplos de agentes exdgenos
son la radiacion ionizante, radiacion ultravioleta y la exposicién a agentes quimicos (Melis

etal., 2011).

Los organismos, ya sean procariontes o eucariontes estan, equipados con diversas vias de
reparacion para proteger la integridad del DNA, las principales formas de reparacién
incluyen reparacion reversa directa, reparacion por escision, reparacién por
recombinacion y post-replicacion. Los dos principales mecanismos de reparacion por

escisién son: el mecanismo de reparacion de escision de bases (BER) y el mecanismo de
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reparacion por escision de nucleétidos (NER) (Balajee and Bohr, 2000). BER remueve bases
nitrogenadas dafiadas por radiacion ionizante, especies reactivas de oxigeno,
desaminacién espontanea y agentes alquilantes monofuncionales, en cambio NER es
eficiente removiendo aductos (bulky adducts) en el DNA, dimeros de pirimidina de
ciclobutano y fotoproducto pirimidina (6-4) pirimidona (Balajee and Bohr, 2000;

Memisoglu and Samson, 2000; Gonzalez-Pumariega et al., 2009).
1.8.1 Mecanismo de reparacion por escision de bases (BER)

El mecanismo de reparacion BER puede ser dividido en 5 fases (ver Figura 5) extraccion de
la base por medio de la actividad de DNA glicosilasas, incision en el sitio
apurinico/apirimidico (sitio AP) resultante por medio de una AP endonucleasa,
procesamiento del punto de término bloqueado, rellenado del espacio vacio y ligamiento

del segmento sintetizado (Fortini, et al., 2003).

En el mecanismo BER, un grupo de glicosilasas se encargan de reconocer bases dafiadas o
anormales y actdan rompiendo el enlace glicosidico que une a la base con el azucar en la
cadena de DNA, formando sitios AP, tales sitios AP pueden ser formados ademas de
manera espontanea o ser inducidos de diversas maneras, ya sea por factores fisicos o
quimicos. Sobre los sitios AP, pueden actuar AP endonucleasas o AP liasas para generar un
rompimiento de cadena sencilla sobre el DNA. En células de mamiferos, la via de
reparacion puede ser de dos maneras, la via “short-patch BER" en la cual s6lo un
nucleotido es reemplazado y la via “long-patch BER" en la cual son removidos 2-13
nucleotidos (Memisoglu and Samson, 2000; Fortini, et al., 2003). En el primer caso, el
nucleétido extraido es resintetizado por medio la polimerasa B y X-Ray cross
complementing group 1 (XRCC1) y ligado por medio de la DNA ligasa lll, en la segunda sub-
via el segmento es resintetizado por medio de un complejo formado por la polimerasa B y
6/¢, antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), factor de replicacion-C (RFC) y “flap”

endonucleasa 1 (FEN1). Finalmente el segmento (Fontini, et al., 2003).
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Figura 5: Pasos involucrados en el mecanismo de Reparacion por Escision de Bases (BER) (Tomado de

Memisoglu and Samson, 2000).

1.8.2 Mecanismo de reparacion por escision de nucleodtidos (NER)

En eucariontes, la mayoria de los estudios han sido realizados con células mutadas en
diferentes pasos de la via, estas células pertenecian a pacientes con diferentes desérdenes
genéticos directamente relacionados con la reparacion del DNA, tales como el sindrome
de Crockayne, la tricotiodistrofia (TTD) y el Xeroderma pigmentosum (XP) (Costa et al.,
2003).

En 1968, se encontrd la primera relacion entre la reparacion del DNA y la carcinogénesis al
observar que las células derivadas de pacientes con XP, eran incapaces de reparar el dafio
en el DNA generado por radiacién ultravioleta. Esto lleva a una mayor predisposicion a
desarrollar cancer de piel. A través de estudios realizados en células pertenecientes a

pacientes con XP, se han identificado siete grupos de complementacién, que van de XPA a
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XPG y cada grupo refleja una proteina requerida en el proceso de incision durante NER
(Batty and Wood, 2000; Shuck, et al., 2008).

La via de reparacion NER en organismos eucariontes es compleja y es llevada a cabo por
alrededor de 25-30 proteinas (Costa, et al., 2003; Shuck, et al., 2008). Existen en este
mismo mecanismo de reparacién dos vias alternativas: la via de reparacion global
genomica (GGR) y la reparacion acoplada a la transcripcion (TCR, ambas por sus siglas en
inglés), las cuales difieren en la modalidad en la que se reconoce el dafio en el DNA. La via
GGR esté involucrada en la reparacion de lesiones de regiones transcripcionalmente
silenciadas del genoma o de las cadenas no transcritas de los genes activos. La via TCR
repara las lesiones que distorsionan las cadenas transcritas de los genes que se
encuentran activos, con la finalidad de evitar la inmovilizacion de la RNA polimerasa I

(Hang, 2010).

Los pasos involucrados en el mecanismo NER, consisten en agrupamientos secuenciales de
proteinas que realizan diferentes funciones (ver Figura 6): reconocimiento del dafio por
XPC-HR23B, desnaturalizacién del segmento dafiado por medio de TFIIH, incision de la
cadena dafiada es llevada a cabo por XPG y XPF-Excision Repair Cross Complementing
Group 1 (ERCC1), desplazamiento y escision del dafio que contiene el oligonucleétido (24-
32 bases de longitud), resintesis por medio de la DNA polimerasa /¢ y ligamiento del DNA

por medio de la ligasa Il (Balajee and Bohr, 2000; Hang, 2010).

Los seis factores fundamentales que han sido implicados en el reconocimiento del dafio y
en lo pasos de la incision dual de la via GGR son el complejo XPC-RAD32B, el factor de
transcripcion 1IH (TFIIH), XPA, la proteina de replicacién A (RPA), XPG y XPF-ERCC1. XPC-
RAD32B juega un rol critico en el reclutamiento de TFIIH e interactia fuertemente con
este complejo. TFIIH es un complejo de nueve subunidades que participa en NER y en la
iniciacion de la transcripcién. Dos de estas subunidades, XPB y XPD, son helicasas que
abren y desenrollan el DNA dafado; una vez que el DNA ha sido desenrollado, XPG y XPF-
ERCC1 son empleados secuencialmente para formar incisiones 3’y 5’, respectivamente en

cada lado de la lesion. Posterior a la incision, el oligomero que contiene el dafio de
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aproximadamente 24-32 nucle6tidos es extraido y la estructura del DNA es restablecida
por medio del llenado de espacios vacios por medio de RFC, la PCNA, la DNA polimerasa

6/¢, DNA ligasa lll y RPA (Revisado en Shuck, et al., 2008).

Intact DNA duplex | Helix-distorting lesion

[T XPEﬁHstB
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Figura 6: Pasos involucrados en el mecanismo de Reparacion por Escision de Nucleétidos (NER) (Tomado de
Batty, et al., 2000).

1.8.3 Importancia de ERCC1 en la via NER

En el ser humano, el gen para ERCC1 est& localizado en el cromosoma 19q13.2, posee
alrededor de 10 exones repartidos en 15 kb del genoma y el promotor esta localizado en
una regién de 170 pares de bases antes del sitio de inicio transcripcional; la region
promotora posee un sitio de union AP-1, el cual es un activador de transcripcion nuclear
compuesto por c-fos y c-jun que se sabe que regulan la transcripcién por interaccion con
elementos reguladores conocidos como sitios de unién AP-1 (Gossage and Madhusudan,

2007). En el ser humano, ERCC1 consta de 323 aminoacidos y en rata (Rattus norvegicus)
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esta constituido por 298 aminoacidos, teniendo ambas proteinas un porcentaje de
identidad de alrededor del 80%.

En la via de reparacién por escision de nucle6tidos (NER), existen componentes que son
importantes para que el funcionamiento e induccién del mecanismo y la reparacion del
dafio en el DNA se lleven a cabo. En varias investigaciones se han propuesto varias
proteinas como elementos criticos de la via NER, por ejemplo XPC, XPF y ERCCL, sin
embargo, se ha demostrado que ERCC1 puede funcionar como un marcador de resistencia
a quimioterapia con cis-platino (Li, et al., 2000; Lord, et al., 2000; Fautrel, et al., 2005),
asimismo se ha visto en varios trabajos una correlacion positiva entre la expresiéon de
ERCC1 y el incremento en la reparacion del DNA (Chang, et al., 1999; Vogel, et al., 2000;
Yang, et al., 2007; Yang, et al., 2009). Como se recordard, el mecanismo NER tiene dos
sub-mecanismos (TCR y GCR) los cuales tienen diferentes formas de detectar el dafio y
reclutar a la maquinaria de escision, sin embargo ERCC1 es una proteina que se localiza en
el punto de convergencia entre ambos sub-mecanismos y resulta ideal como un marcador
de reparacion (Costa, et al., 2003; Hang, 2010) ya que independientemente de la via de

reconocimiento se puede evidenciar la induccién del mecanismo NER.
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2. JUSTIFICACION

La Ciudad de México es un centro urbano densamente poblado con gran actividad
industrial, que provoca que existan grandes emisiones de contaminantes a la atmosfera,
dentro de los cuales se incluye al material particulado (PM). EI PM deteriora la calidad del
aire y se ha establecido que la poblacién expuesta a este tipo de contaminantes tiene un
riesgo incrementado a padecer diferentes enfermedades. Se sabe que el PM puede tener
diferentes grados de toxicidad dependiendo del tipo de particula respirada asi como de
tener diferentes sustancias asociadas que pueden tener efectos dafiinos o deletéreos para
las células. Debido a los problemas de la calidad del aire en la Ciudad de México, deben
ser evaluados los efectos toxicos que tienen las particulas atmosféricas en los residentes
de la Zona Metropolitana del Valle del México (ZMVM), especificamente en la formacién
de aductos con el DNA. Los aductos en el DNA se consideran alteraciones importantes en
las fases tempranas de la carcinogénesis. La deteccion de aductos entonces nos da
evidencia de la dosis bioldgicamente efectiva por exposicion a carcin6genos asociados a
cada tipo de particula suspendida, sirviendonos como un biomarcador de exposicién y/o

de dosis efectiva.
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3. HIPOTESIS

Las particulas atmosféricas de la Zona Metropolitana del Valle de México generaran
aductos en el DNA en tejido pulmonar de rata y estas lesiones en el DNA estaran en
funcién del didmetro de particula, asi como del tiempo de exposicion. Asimismo el
comportamiento observado en los niveles de aductos podria tener relacion con la

induccion de los mecanismos de reparacion del DNA.
4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles de aductos en el DNA y la expresion de los mecanismos de reparacion
en tejido pulmonar de ratas Sprague-Dawley expuestas a particulas atmosféricas de la
ZMVM durante un periodo agudo (3 dias) y uno subcrénico (8 semanas) a particulas

gruesas, finas y ultrafinas.
4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar los niveles de aductos en los pulmones de ratas Sprague-Dawley en dos
periodos de exposicion: aguda (3 dias) y subcrénica (8 semanas) a particulas
gruesas, finas y ultrafinas de la Zona Metropolitana del Valle de México por medio
de la técnica *2P-Postlabeling.

e Determinar si existe una relacion con el tipo de particula respirada y el nimero de
aductos.

e Analizar si existe una relacion dosis-efecto entre el nUmero de aductos y el tiempo
de exposicion.

e Evaluar la expresion de la proteina ERCC1 como indicador de induccion del
mecanismo de Reparacién por Escision de Nucleétidos (NER), como respuesta

celular al dafio genotoxico.
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5. METODOLOGIA
5.1 Grupos experimentales

El disefio experimental estuvo constituido por 48 ratas machos Sprague-Dawley con 4
semanas de edad y con un peso de 300-350 g, obtenidas de Harlan (México). Se formaron
4 grupos de exposicion aguda que durd tres dias y 4 grupos de exposicion subcrdnica que
duré 8 semanas (n=6, para cada grupo). Los grupos fueron expuestos a particulas
atmosféricas concentradas durante el periodo correspondiente, con particulas gruesas

(10-2.5um), finas (2.5-1um) y ultrafinas (<1um)y a aire filtrado como control.

Las sesiones de exposicion a particulas fueron de 5 horas al dia. Para la exposicion
subcrdnica fue de 4 dias por semana durante las 8 semanas. Para la exposicion se utilizo el
sistema VACES (Versatile Aerosol Concentration Enrichment System) que se detalla més

adelante (ver apartado 5.2).

La exposicion de los animales con el sistema VACES y la obtencion de los tejidos
pulmonares se realizaron en el Laboratorio de Toxicologia de Contaminantes Atmosféricos
y Estrés Oxidativo del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAV) del
Instituto Politécnico Nacional, a cargo de la Dra. Andrea de Vizcaya Ruiz, quien

proporciond las muestras que se analizaron en este trabajo
5.2 Sistema Versatil de Concentracion de Aerosoles (VACES)

El sistema VACES consiste de una serie de concentradores que recogen el aire ambiental y
lo dirigen a unos impactadores virtuales que separan las particulas de acuerdo a su
tamafio aerodindmico y peso en tres fracciones: gruesa, fina y ultrafina (10-2.5 pm, <
2.5um y < 1um, respectivamente). Las particulas separadas son entonces suministradas
para los tratamientos in vivo a las camaras de exposicion de cuerpo entero (Figura 7). El
proceso de enriquecimiento de PM por el sistema VACES tiene una eficiencia casi del
100% el cual no afecta el tamafio de la particula ni su composicién quimica, y mantiene un

ambiente Optimo para los animales (Kim et al., 2001 ay b).
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De acuerdo a la metodologia utilizada por Debray (2010), en la primera etapa (Ver Figura
6), para la concentracion de las fracciones fina y ultrafina, el PM proveniente del aire
ambiental es saturado con vapor de agua para aumentar su volumen, lo que permite su
separacion a través de impactadores virtuales tipo Ventury. Una vez que las fracciones
finas y ultrafinas son separadas, pasan por desecadores con silica-gel que remueven el
agua condensada para regresar a la particula a su tamafio original, después pasan por
filtros de cascada cuya ranura permite la separacion de la fraccion fina y ultrafina para ir
directamente a la camara de exposicion. La fraccion gruesa no necesita un proceso de
condensacién para ser separada ya que ésta tiene un diametro mayor y puede ser
separada por el impactador virtual tipo Ventury, una vez separada pasa de igual manera,

directamente a la cAmara de exposicion.

Este sistema cuenta con 8 cAmaras de exposicion, dos unidas a cada tipo de particula. Las
camaras de aire filtrado estan conectadas a un filtro HEPA (High Efficiency Particulate Air)
y a un cartucho con carbén activado y 6xido de aluminio para evitar la presencia de

compuestos organicos volatiles y particulas.
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Figura 7: Esquema del sistema versatil de concentracion de aerosoles (VACES), utilizado en los experimentos

de exposicion a particulas (Modificado de Debray, 2010).

5.3 Obtencidn de los tejidos pulmonares

Las ratas al término de cada exposicién fueron, sacrificadas por exanguinacion después de
la inyeccién de penobarbital s6dico (60-80 mg/kg). Enseguida, se extrajeron los pulmones

mediante diseccion, los cuales fueron preservados a -70°C para su posterior uso.
5.4 Extraccion de DNA para la determinacién de aductos

Se colocd medio pulmon en un sobre de papel aluminio que se sumergio en nitrégeno
liquido para ser posteriormente pulverizado en un mortero de porcelana. El tejido
pulverizado se colocd inmediatamente en un tubo Falcon de polipropileno dentro de hielo

Seco.

La extraccién de DNA se realizd a partir del tejido pulverizado de acuerdo al método de
Shibutani y colaboradores (2006). Se agreg6 al tejido el buffer de lisis (20 mM Tris-HCl,
pH7.4, 1% SDS, 100 mM EDTA, 500 mM NaCl) y el homogenado fue incubado a 37°C por
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60 minutos con 20ug/mL de RNasa A (Sigma-Aldrich), posteriormente se incubd por 60

minutos con 200 pg/mL de proteinasa K (Sigma-Aldrich) a 50°C.

Se agreg6 un volumen igual de fenol saturado con Tris a pH 7.8 (Invitrogen) a la mezcla, se
agité a temperatura ambiente y se centrifugé por 15 minutos a 6000g a 4°C. La fase
acuosa se transfirio cuidadosamente a un tubo nuevo y se desecharon la interfase y la fase
organica. Se agregd un volumen igual de fenol-cloroformo (1:1, v/v), se mezcld y se

centrifugd en las condiciones anteriores. Se transfirié la fase acuosa a un tubo limpio.

Para aislar el DNA, se adicionaron tres volumenes de etanol frio, se mezcl6 y el DNA se
removid con una punta de pipeta y se lavé con etanol al 70% dos veces. EI DNA se

precipitd por una nueva centrifugacion y se disolvi6 en agua libre de DNasas.

La concentracion y pureza del DNA se estim6 por absorbancia a 260 nm usando un
espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop Technologies) y revisando la relacion 260/280 y
230/280 nm, considerando que un cociente respectivamente por arriba de 1.8 y 0.46

indica una pureza adecuada para nuestros experimentos.
5.5 Cuantificacion de aductos mediante **P-Postlabeling

El proceso de deteccién de aductos mediante la técnica de post-marcaje con P (*2p-
Postlabeling) puede ser aplicable de manera muy amplia en aductos que tienen la
caracteristica de ser muy grandes (Bulky adducts), aromaticos o hidrofdbicos, como

aquellos formados por hidrocarburos policiclicos aromaticos (Phillips and Arlt, 2007).

Para la determinacion de aductos se utilizé el protocolo de Phillips y Arlt, (2007). De las
muestras, 4 ug de DNA fueron evaporados en el DNA110 SpeedVac (ThermoSavant) e
incubadas toda la noche con 4pl de una mezcla de 90 mU de MN y 10 mU SPD (Nucleasa
Micrococcal de Sigma-Aldrich, Cat. N3755 y Fosfodiesterasa tipo Il de bazo de ternero de
Calbiochem, Cat. 524711, respectivamente), y 0.8 ul de buffer de digestion (100 mM de
succinato de sodio, pH 6.0; 50 mM cloruro de calcio) a 37°C, esto con la finalidad de

digerir de manera total el DNA, dando como resultado nucleétidos 3' monofosfato.
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Posteriormente se realizd un enriquecimiento mediante una digestion con la nucleasa P1
(Sigma-Aldrich, Cat. N8630) para desfosforilar los nucledtidos sin aductos, dejando
fosforilados aquellos nucledtidos que poseen aductos. Se agregaron a la mezcla anterior
2.4 ul de buffer de acetato de sodio 250 mM, 1.44 pl de cloruro de zinc 2 mMy 0.96 pl de
NP1 (1.25mg/ml) y las muestras se incubaron durante una hora a 37°C. La reaccion se

detuvo mediante la adicion de 1.92 pl de Tris base a 0.5 M.

Inmediatamente después, los nucle6tidos 3" monofosfato con aductos se marcaron con 50
HCi de [y-*2P] ATP (IZOTOP, Institute of Isotopes Co., Ltd, Cat. FP301-1mCi) en presencia de
6 U de Polinucledtido cinasa T4 (USB, No. Cat. 70031) y buffer de cinasa a 1X (50 mM de
Tris-HCIl, pH 7.6, 10 mM de Cloruro de magnesio y 10 mM de B-Mercaptoetanol). Se
incubé la mezcla a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente se aplico el total de la mezcla
en hojas de PEI polietilenoimina-celulosa para cromatografia en capa fina (10 x 20 cms,

unida a una membrana de papel filtro Whatman de 10 x 12 cms) (ver Figura 6).

Una vez aplicada la mezcla se corri6 la placa cromatogréfica en buffer D1 (1.0 M fosfato de
sodio, pH 6.0), durante toda la noche en direccion 1 hacia el papel filtro Whatman (ver
Figura 6), se desechd la parte del papel filtro y se cort6 la placa después del corrimiento
dejandola de 10 cm x 10 cm, se lavaron las placas durante 10 minutos con agua y se

dejaron secar.

Se corrieron posteriormente las placas en los buffers D2 (3.5 M formato de litio, 8.5 M
urea, pH 3.5) y D3 (0.8 M cloruro de litio, 0.5 M Tris, 8.5 M urea, pH 8.0) en sus respectivas

direcciones (ver Figura 8).
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Figura 8: Diagrama que muestra la direccién de los diferentes corrimientos en la placa de polietilenoimina-

celulosa para la cromatografia en capa fina, se muestra el sitio de aplicacién de la muestra de DNA marcado

radioactivamente, la colocacion del papel filtro y la manera de corte de la placa (Modificado de Phillips and
Artl, 2007).

Finalmente las placas cromatograficas fueron colocadas en cassettes con pantallas y
expuestas a pelicula autoradiogréafica (Kodak X-OMAT V, Cat. 1611912) a -80°C durante
tres dias. Después de revelar la pelicula, los “spots” de interés fueron recortados y la
radioactividad fue medida en el contador de centelleo Multi-purpose scintillation counter
LS 6500 (Beckman-Coulter, USA).

Se corrié por duplicado una reaccion de marcaje en paralelo (omitiendo el tratamiento
con nucleasas) con 30 fmoles de AMP y se determind la radioactividad del spot de **P-ADP
resultante después de separar por cromatografia en capa fina el *P-ADP en una placa de
PEI-celulosa con 250 mM de (NH4)2SO4, 40 mM de NaH,PO,, pH 6.0 de la cual se sustrajo

el valor del control negativo sin sustrato AMP.

Las cantidades de nucledtidos con aductos en las muestras fueron determinadas
comparando los valores de radioactividad en los spots o zonas diagonales con el valor del

spot correspondiente al *P-ADP, el producto de la fosforilacién de 30 fmoles de AMP. Las
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cantidades de DNA-Aductos se presentaron como aductos por 10° nucleétidos asumiendo

gue 4ug de DNA de las muestras contienen 0.01212 pmoles de nucle6tidos.

Las mediciones de los niveles de aductos fueron hechos en duplicado y en caso de que la
desviacion estandar superara el 20% del valor promedio, el ensayo para estas muestras se

realizo por triplicado. (Binkova, et al., 1994)
5.6 Extraccion de proteina

Para la extraccion de proteinas totales, los pulmones guardados a -70°C se homogenizaron
en un bafo de hielo con el siguiente buffer: Hepes 10 mM pH 7.6, NaCl 200 mM, KCI 42
mM, MgCl, 5 mM, dodecil-sulfato de sodio (SDS) al 1%, fenil-metil-sulfonil-fluoruro (PMSF)
1 mM, acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) 1 mM, acido etileno-glicol-bisamino-
etil-eter-tetracetico (EGTA) 1 mM, ditiotreitol 1 mM, pepstatina 1.5 mM, leupeptina 2
mM, aprotinina 0.7 mM. Los homogenados fueron centrifugados a 12000 g por 15

minutos y fueron almacenados a -70°C (Badaut, et al., 2001).

La concentracion de proteinas, se determind0 mediante el método de Bradfrod en
microplaca de 96 pozos, comparando los valores de absorbancia con los de una curva
patrén de albumina con concentraciones de 0.1-0.5 mg/mL de proteina. Se realizaron
mediciones de la absorbancia a 595 nm con un Multimode Detector DTX 880 (Beckman-
Coulter, USA). Todas las muestras fueron cuantificadas por duplicado, las curvas patrén de
albimina, fueron consideradas validas cuando el coeficiente de correlaciéon (R?) fue

superior a 0.99.
5.7 Inmunoblot

Para la determinacion de ERCC1, las muestras de proteina fueron cargadas y corridas en
un gel de acrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL (Amersham Biosciences, UK) mediante una
electrotransferencia a 200mA durante una hora. Las membranas se bloguearon con TBS-
Tween 1X (Tris pH 7.6, 140 mM de NaCl y Tween 20 al 1%) y leche Blotto (Santa Cruz

Biotechnology, USA) al 5% durante toda la noche a 4°C con la finalidad de evitar la union
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inespecifica del anticuerpo primario. Posteriormente las membranas fueron incubadas
con el anticuerpo primario Anti-ERCC1 (Santa Cruz Biotechnology, Cat. sc-17809) en
dilucion 1:2000 en TBS-Tween 1X y leche Blotto al 5% durante una hora a temperatura
ambiente con agitacion moderada. Después de la incubacion con el anticuerpo primario
las membranas fueron lavadas con TBS-Tween 1X durante 10 minutos tres veces para
eliminar el exceso de anticuerpo primario, posteriormente se incubaron las membranas
con el anticuerpo secundario de conejo anti-lgG de ratdn acoplado a peroxidasa de rabano
(HRP) (Invitrogen, Cat. #61-6520) diluido 1:2000 en TBS-Tween 1X con leche Blotto al 5%
durante una hora a temperatura ambiente con agitacion moderada, para finalmente

realizar tres lavados de 10 minutos con TBS-Tween y un cuarto lavado solo con TBS.

Para la determinacién de la presencia y cuantificacion de las proteinas de interés se realizé
una reaccion quimioluminiscente incubando las membranas con el sistema Amersham ECL
Prime Western Blotting Detection Reagent (Amersham, GE Healthcare, Cat. RPN2232) y
exponiéndolas a placas fotograficas Amersham Hyperfilm ECL (Amersham, GE Healthcare).
Como proteina control de carga, se determinaron las cantidades de GAPDH en cada
muestra después de someter las membranas a un proceso de “Stripping” con NaOH 0.2M
durante 20 minutos y lavando con agua destilada y TBS-Tween 1X, para retirar los
anticuerpos acoplados permitiendo repetir la inmunodeteccion con anti-GAPDH (Santa
Cruz Biotechnology, Cat. sc-20357) en dilucion 1:8000 y el anticuerpo secundario de
conejo anti-raton acoplado a HRP en dilucién 1:8000. Para identificar las proteinas
mediante su peso molecular se utilizd el marcador de peso molecular biotinilado
(Biotinylated protein ladder detection pack #7727, Cell Signaling Technology) el cual se
detect6 mediante el anticuerpo anti-biotina acoplado a HRP (Cell Signaling Technology,

Cat. #7075) agregandolo junto con los anticuerpos secundarios en dilucién 1:2000.
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5.8 Densitometria de los Inmunoblots

Para la cuantificacién de la expresion de ERCC1, las placas fotogréaficas obtenidas durante

la determinacion con ECL, fueron digitalizadas con la camara Kodak Gel Logic 200.

El anélisis densitométrico se realizd con el software Image J 1.45s (W. Rasband, NIH, USA)
y las densidades integradas de las bandas correspondientes a ERCC1 se normalizaron

contra el control de carga GAPDH.
5.9 Anaélisis de datos

El andlisis estadistico se llevd a cabo por medio del software Sigma Plot 12.0 para
Windows (Systat Software, Inc). Todos los datos estan expresados como promedio + error
estandar (E.E.). Para la comparacién de dos grupos entre ambos tiempos de exposicion se
realiz6 una prueba de t de Student y para comparar los grupos experimentales dentro de
cada tiempo de exposicion respecto al control se realizdé un analisis de varianza (ANOVA)

de una via.
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6. RESULTADOS

6.1 Concentracion de PM

La concentracion de PM en las camaras de exposicion se calcul a partir de la gravimetria
(pesaje antes y después de la toma de la muestra) de los filtros de salida del VACES y fue
realizada por parte del laboratorio de Toxicologia de Contaminantes Atmosféricos y Estrés
Oxidativo del CINVESTAV del IPN. La concentracién de PM en las camaras de exposicion

para la fraccion gruesa fue de 32 pg/m?®, para la fraccion fina 170 pg/m?®y para la fraccion

ultrafina 107 pg/m?, como se puede ver en la Figura 9.
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Figura 9: Concentraciones de PM por m? de aire respirado para cada tipo de particula en el sistema VACES.
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6.2 Niveles de aductos en el DNA

En el grupo de animales expuestos durante 3 dias (exposicion aguda) a particulas gruesas,
finas y ultrafinas, no se encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos de
animales tratados con los diferentes tipos de particulas comparandolas contra el grupo
control (ver Figura 10). Sin embargo, se puede apreciar una tendencia positiva,
observando que las particulas ultrafinas son las que generaron mayor cantidad de aductos
con respecto al control (193.71% mas), siendo éste el incremento mas alto de los tres
tipos de particulas; seguidas de la fraccion fina (160.74%) y por Gltimo en las particulas

gruesas (122.46%).
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DNA-Aductos/10® nucleétidos
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Figura 10: Niveles de aductos en el DNA en pulmon de rata Sprague-Dawley a los 3 dias de exposicidn con
cada diametro de particula. AF: Aire filtrado (Control); G: fraccion gruesa; F: fraccién fina y UF: fraccion

ultrafina. N=6 por cada grupo. Cada valor representa la media £ E.E.

En la exposicion de 8 semanas (exposicion subcrénica) el grupo de ratas expuestas a
particulas ultrafinas se aprecia un incremento respecto al grupo control, los niveles de
aductos generados por las particulas ultrafinas tienden a incrementarse un 46.55%., sin

embargo tal incremento no es significativo. En el caso de las particulas gruesas y finas, al
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ser comparadas respecto al grupo control, no muestran diferencias siendo el nivel de

aductos muy similar entre estos grupos de animales (ver Figura 11).
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Figura 11: Niveles de aductos en el DNA en pulmon de rata Sprague-Dawley a las 8 semanas de exposicion
con cada diametro de particula. AF: Aire filtrado (Control); G: fraccion gruesa; F: fraccion fina y UF: fraccion

ultrafina. N=6 por cada grupo. Cada valor representa la media £ E.E.

Al comparar los niveles de aductos cuantificados de la exposicion aguda con aquellos
presentes en las ratas sometidas a una exposicion subcrdnica, se puede notar que los
aductos en el periodo de 8 semanas son mayores en todos los grupos de ratas tratadas
con los distintos diametros de particulas (ver Figura 12), sin embargo tales diferencias no
son significativas estadisticamente y solo muestran un ligero incremento, a excepcion de
los grupos controles, ya que se observan diferencias que no se deben a la variabilidad de

la muestra (P<0.002).
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Figura 12: Comparacién de los niveles de aductos en el DNA en pulmén de rata Sprague-Dawley a los 3 dias
y 8 semanas de exposicion con cada didmetro de particula. AF: Aire filtrado (Control); G: fraccion gruesa; F:

fraccién fina y UF: fraccion ultrafina. N=6 por cada grupo. Cada valor representa la media + E.E. *(P<0.002).

6.3 Expresion de ERCC1

Para poder observar la reparacion del dafio generado por los compuestos presentes en los
diferentes diametros de particulas, se eligié una proteina implicada en el mecanismo de
reparacion encargado de eliminar este tipo de lesiones en el DNA. La via encargada de la
reparacion de los “Bulky Adducts” es la via de reparacion por escision de nucledtidos

(NER) y ERCC1 parece ser una proteina crucial en el funcionamiento de la via NER.

Se midieron los niveles de ERCC1 presentes en los pulmones de las ratas sometidas a una

exposicion aguda y una exposicion subcrénica (3 dias y 8 semanas, respectivamente), para

38

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

poder establecer alguna relacién con los niveles de aductos obtenidos mediante *2P-

Postabeling.

Se identificd la banda correspondiente a ERCC1 en un peso molecular de 38 kDa (ver
Figura 13) en el tratamiento de 3 dias con particulas gruesas, finas y ultrafinas. Se utilizé

como control de carga a la enzima GAPDH, con un peso de 37 kDa.

‘ Aire Filtrado ‘ Gruesas Finas Ultrafinas

ERCC1 38 kDa n - - P— .

GAPDH 37 kDa
T > WD GNP - G — —

Figura 13: Inmunoblot de ERCC1 en pulmones de ratas expuestas a durante 3 dias con cada diametro de
particula. AF: Aire filtrado (Control); G: fraccion gruesa; F: fraccién fina y UF: fraccion ultrafina. Los valores

de cada tratamiento estan normalizados respecto a la expresion de GAPDH, 37 kDa.

Se realiz6 la cuantificacion de ERCC1 por medio del analisis de la densitometria de las
bandas obtenidas mediante inmunoblot (ver Figura 14), sin obtener para este tratamiento
diferencias significativas entre los grupos de ratas expuestas durante 3 dias con los
diferentes diametros de particulas comparadas respecto al grupo control. S6lo es posible
apreciar una ligera tendencia a disminuir el nivel de la proteina conforme el tamafio de
particula es menor, siendo minimo el cambio en el grupo de las ratas expuestas a
particulas gruesas (-3.877%.) y més evidente en el de las que fueron expuestas a particulas

finas y ultrafinas (-10.338%. y -10.912%., respectivamente).
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Figura 14: Expresién de ERCC1 en pulmones de ratas expuestas a durante 3 dias con cada didmetro de
particula. AF: Aire filtrado (Control); G: fraccion gruesa; F: fraccion fina y UF: fraccion ultrafina. Los valores
de cada tratamiento estan normalizados respecto a la expresion de GAPDH. N=4 para cada grupo. Cada valor

representa la media £ E.E.

De la misma manera se identificd la banda correspondiente a ERCC1 en el peso molecular
de 38 kDa (ver Figura 15) en el tratamiento de 8 semanas con los diferentes diametros
aerodinamicos de particulas. Se utiliz6 como control de carga a la enzima GAPDH, con un
peso de 37 kDa.

‘ Aire Filtrado ‘ Gruesas ‘ Finas ‘ Ultrafinas
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Figura 15: Inmunoblot de ERCC1 en pulmones de ratas expuestas a durante 8 semanas con cada diametro de
particula. AF: Aire filtrado (Control); G: fraccion gruesa; F: fraccion fina y UF: fraccion ultrafina. Los valores

de cada tratamiento estan normalizados respecto a la expresion de GAPDH, 37 kDa.
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Se realiz6 la cuantificacion de ERCC1 en el tratamiento de 8 semanas (ver Figura 16), sin
mostrar diferencias significativas entre los diferentes didmetros de particulas comparados
contra el grupo control, siendo ligeramente mayor la expresion de la proteina en los

grupos de animales tratados con particulas finas y ultrafinas (6.032% y 4.543%

respectivamente).
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Figura 16: Expresién de ERCC1 en pulmones de ratas expuestas a durante 8 semanas con cada diametro de
particula. AF: Aire filtrado (Control); G: fraccion gruesa; F: fraccion fina y UF: fraccion ultrafina. Los valores
de cada tratamiento estan normalizados respecto a la expresion de GAPDH. N=4 para cada grupo. Cada valor

representa la media £ E.E.

Al realizar una comparacion entre los niveles de expresion de ERCC1 de los animales
tratados con los diferentes didmetros aerodinamicos de particulas en las exposiciones
aguda y subcronica (ver Figura 17), se observa que la expresion de ERCC1 es notoriamente
mas elevada en el tratamiento de 8 semanas de duracion en todos los grupos
experimentales, siendo para cada uno de ellos significativa esta diferencia (P<0.001: Aire

filtrado, particulas finas y ultrafinas; P<0.009: particulas gruesas).
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Figura 17: Comparacién de los niveles de ERCC1 en pulmones de rata Sprague-Dawley a los 3 diasy 8
semanas de exposicion con cada didmetro de particula. AF: Aire filtrado (Control); G: fraccion gruesa; F:
fraccién fina y UF: fraccion ultrafina. N=4 para cada grupo. Cada valor representa la media + E.E. *(P<0.001)
**(P<0.009).

Finalmente se graficaron los promedios de cada grupo experimental en el tratamiento de
3 dias de los niveles de expresion de ERCC1, contra todos los resultados de la
cuantificacion de aductos en el DNA, para poder evidenciar si existe una relacion entre la
cantidad de dafio al DNA y la expresion de la proteina (ver Figura 18). Se observa que en el
grupo control, los niveles de dafio en el DNA son bajos y los niveles de ERCC1 son mayores
gue en los demas grupos experimentales. Conforme el diametro de particula disminuye,
los niveles de aductos en el DNA son mayores y la expresion de ERCC1 es menor, sin

observar en este caso diferencias estadisticamente significativas, pero se puede apreciar
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entonces una relacion inversamente proporcional entre la expresion de ERCC1 y los

niveles de aductos.
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Figura 18: Correlacion entre los niveles de ERCC1 y los niveles de aductos en pulmones de rata Sprague-
Dawley a los 3 dias de exposicion con cada didmetro de particula. AF: Aire filtrado (Control); G: fraccion

gruesa; F: fraccion finay UF: fraccion ultrafina. Cada valor representa la media + E.E.

De igual manera se graficaron los promedios de cada grupo experimental en el periodo de
exposicion de 8 semanas de los niveles de ERCC1 contra todos los resultados de la
cuantificacion de DNA-aductos de ese mismo periodo de exposicién (ver Figura 19), se
aprecia que en las ratas tratadas con aire filtrado y particulas gruesas los niveles de
aductos y expresion de ERCC1 son muy similares, en cambio en las ratas expuestas a
particulas finas los niveles de ERCC1 son mayores a pesar de tener dafio similar en el DNA.

Finalmente en las ratas tratadas con particulas ultrafinas podemos ver que a pesar de que
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el nimero de aductos es alto, la proteina también tiene niveles superiores, en todos los

casos las diferencias no son significativas estadisticamente.
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Figura 19: Correlacion entre los niveles de ERCC1 y los niveles de aductos en pulmones de rata Sprague-
Dawley a las 8 semanas de exposicion con cada didmetro de particula. AF: Aire filtrado (Control); G: fraccion

gruesa; F: fraccion finay UF: fraccion ultrafina. Cada valor representa la media + E.E.
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7. DISCUSION

La Zona Metropolitana del Valle de México presenta niveles altos de PM a los cuales la
poblacién estd expuesta y que podrian representar un riesgo para la salud (SMA-GDF,
2008). Esto debido a la gran cantidad de actividades industriales que se llevan a cabo, al
gran namero de fuentes mdviles de contaminacion y a las caracteristicas latitudinales,

altitudinales y del relieve de la region.

En este trabajo evaluamos la formacion de aductos en el DNA en tejido de pulmén de
ratas expuestas a particulas atmosféricas de tres diametros aerodinamicos (gruesas: 10-
2.5um, Finas: <2.5 ym y Ultrafinas: <1um) y aire filtrado como control. Los animales
fueron expuestos de forma aguda y subcroénica (3 dias y 8 semanas respectivamente).
Indicadores de exposicion a carcinG0genos presentes en las particulas atmosféricas de la
ZMVM en un modelo pulmonar de rata (Sprague-Dawley) fueron considerados al evaluar
la formacién de aductos en el DNA, asi como la expresién de la via de reparacion

involucrada en su remocion.

En el laboratorio de Toxicologia de Contaminantes Ambientales y Estrés Oxidativo del
CINVESTAV del Instituto Politécnico Nacional se llevo a cabo la exposicion de los animales
(ver figura 8) mediante el sistema VACES. Tales concentraciones reflejan la proporcién de
los distintos didmetros de particulas en el aire de la ZMVM. En el Atmospheric Sampling
Course (1988) del Instituto de Capacitacion en Contaminacién de Aire (APTI, por sus siglas
en inglés), institucion dependiente de la Agencia de Proteccidén al Ambiente de Estados
Unidos (EPA, por sus siglas en inglés), se describen detalladamente las proporciones de los
diferentes diametros de particulas en distintos ambientes o sitios de produccion de
material particulado. Por ejemplo en sitios donde se lleva a cabo la combustion de
madera, diesel o derivados del petréleo, la cantidad de particulas finas es mayor que la
fraccion de gruesa y ultrafina, probablemente esto se deba a los procesos de acumulacion
gue hacen que las particulas ultrafinas se agreguen y formen particulas de mayor
didmetro (WHO, 2003). En zonas donde se practica la agricultura o se realiza la

construccion de inmuebles, las particulas gruesas son las que predominan sobre las finas y
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ultrafinas en gran proporcion. Por lo tanto las concentraciones de particulas de la ZMVM
concuerdan con los patrones de particulas observados en diversos procesos de
combustion, los cuales son los que generan la mayor cantidad de particulas en la Ciudad
de México, la proporcion de cada diametro de particula es la esperada para las actividades

industriales y procesos de combustion presentes en la ZMVM.

La cuantificacion de los niveles de aductos en DNA es utilizada como biomarcadores de
dosis bioldgicamente efectiva y de exposicion, lo que nos permite conocer si el modelo de

estudio esta expuesto a carcindgenos quimicos (Poirier, 1997; Rundle, 2006).

Al realizar la cuantificacion de los niveles de aductos, se puede ver que en el tratamiento
agudo de 3 dias (ver Figura 10), los niveles se incrementan conforme al tipo de particula,
siendo el grupo expuesto a particulas ultrafinas el que presento mayor aumento en la
cantidad de aductos, aunque las diferencias no son significativas, pero sugieren una
tendencia entre el tipo de particula y el nimero de aductos, esto acorde con lo reportado,
el potencial carcinogénico es mayor en las particulas finas y ultrafinas (Topinka, et al.,
2010)

Garcia-Suéstegui y colaboradores (2011) en un estudio llevado a cabo en la ZMVM,
encontraron una relacion entre las variaciones de concentraciones de PMyoy PM25 en dos
épocas del afio y los niveles de aductos en residentes de la ZMVM. Tales resultados
muestran que durante la época seca del afio, las concentraciones de PM1o y PM25s0on mas
altas comparadas con la época lluviosa; asimismo los niveles de aductos en el DNA en
habitantes de la ZMVM mostraron ser significativamente mayores durante la época seca
del afio. Mostrando la capacidad de las particulas atmosféricas presentes en la ZMVM
para poder generar dafio en el DNA. Tal estudio es de caracter epidemioldgico, sin
embargo, en nuestros resultados efectivamente se demuestra la capacidad del PM de la

ZMVM en un modelo in vivo para poder generar tales lesiones en el material genético.

En un estudio realizado por Topinka y colaboradores (2010) en cuatro localidades de la
Republica Checa, se evalud el efecto del tamafio de las particulas en las cantidades de c-

PAHs (hidrocarburos aromaticos policiclicos carcinogénicos) presentes en las particulas y
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en la generacion de dafio en el DNA en forma de aductos en el DNA en un ensayo in vitro.
Como resultado se observo que las particulas ultrafinas son las que tienen asociada una
mayor cantidad de c-PAHs y a su vez, son éstas las que generan una mayor cantidad de
aductos, sin presentar diferencias entre las cuatro localidades a pesar de tener diferentes

caracteristicas en las actividades industriales y el flujo de automdviles.

Las particulas ultrafinas son las que penetran de manera mas profunda el pulmén, hasta la
zona de intercambio gaseoso y permanecen por mas tiempo en el tejido debido a que la
eliminacién de estas particulas es mas lenta (Valentine and Kennedy, 2008), permitiendo
gue los agentes genotodxicos asociados a éstas continden por mas tiempo en el tejido

provocando mas dafio en el DNA, tal como lo muestran nuestros resultados.

En estudios realizados con exposiciones cronicas de carcindgenos, la relacion entre los
aductos en el DNA y la exposicion al carcin6geno es mas compleja, ya que los niveles de
aductos cambian en funcién del tiempo y pueden seguir diferentes farmacocinéticas para
diferentes drganos (Godschalk, et al., 2002). Cuando la administracion de agentes
genotdxicos es por inhalacion, el tejido pulmonar presenta mayor dafio en el DNA
comparado con otros tejidos blanco con alta actividad metabdlica como el higado
(Binkova, et al., 1994). También se ha demostrado que dependiendo del agente
genotoxico al que se estén exponiendo los animales experimentales, se pueden observar
niveles de aductos diferentes en distintos &rganos, derivado de las diferencias

toxicocinéticas drgano-especificas (Binkov4, et al., 1994; Arlt, et al., 2003).

Sin embargo, también se ha demostrado que el tejido pulmonar es mas sensible a
presentar aductos y dafio oxidante en el DNA, cuando se administran de manera oral a
ratas dosis bajas y medias de particulas generadas por combustién de diesel. Se puede
observar mas dafio en el pulmén que en otros érganos como el higado o el colon, a pesar
de que el pulmén sélo estd expuesto de manera directa a los compuestos de las particulas
cuando la exposicién es por inhalacién, evidenciando la susceptibilidad del tejido
pulmonar a compuestos aromaticos (Mdiller, et al., 2004). Por esta razon, por ejemplo, en

el tratamiento de 3 dias con particulas gruesas se observan niveles superiores de aductos

47

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

gue los del grupo control, ya que estas particulas al ser eliminadas por deglucion
(Valentine and Kennedy, 2008), pueden provocar dafio en el tejido pulmonar, a pesar de

no haber estado en contacto con tal 6rgano.

Nuestras mediciones muestran que la exposicion subcronica de 8 semanas (ver Figura 11),
los niveles de aductos no cambian de manera significativa respecto al grupo control, las
ratas expuestas a con particulas gruesas y finas no muestran ninguna diferencia y en el
grupo expuesto a particulas ultrafinas hay un cambio mas evidente, sin embargo, no es
significativo. También al comparar los niveles de aductos entre los periodos de exposicion
de 3 dias y 8 semanas (ver Figura 12), resulta interesante notar que los niveles son
bastante similares a pesar de las grandes diferencias en los tiempos de exposicion,

mostrando s6lo cambios significativos entre los grupos control de ambos tratamientos.

Se podria esperar que a altas concentraciones de PAH la cantidad de aductos en el DNA
sea alta y asimismo esto implique una mayor probabilidad a que se generen mutaciones
criticas que lleven al desarrollo del cancer, sin embargo se ha demostrado que no se trata
de una relacion simple (Godschalk, et al., 2003). Ademas, se ha observado que la
administracion crénica de un agente carcinGgeno aromatico resulta en la obtencion de un
nivel estable de aductos y la inhibicion en el incremento del nimero de aductos resulta en

una menor carcinogenicidad de los compuestos aromaticos (Poirier and Beland, 1992).

Stinn y colaboradores (2005), en un estudio con ratas Wistar, tratadas con particulas
provenientes de la combustion del diesel encontraron diferencias en el niumero de
aductos en tejido pulmonar cuando la dosis de particulas es alta, observando una
disminucion en los niveles de aductos conforme el tratamiento se prolonga, es decir el
numero de aductos es mayor a los 18 meses que a los 24 meses de tratamiento con
particulas; asimismo se observé que la probabilidad de generar tumores pulmonares es
mas alta cuando las ratas son expuestas por inhalacion a particulas provenientes de la
combustion del diesel que cuando son expuestas a particulas del humo de cigarrillo que
inhalaron de forma pasiva, incrementandose a su vez la cantidad de tumores cuando las

dosis de particulas en ambos casos son mas altas. También Bottin y colaboradores (2006),
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al exponer ratas Big Blue® con particulas derivadas del bitumen (producto derivado del
proceso de refinacién del petréleo) durante periodos de 3 y 30 dias de exposicion, no
encontraron diferencias en el nimero de aductos en tejido pulmonar, a pesar de las

diferencias en la duracion de los tratamientos con particulas.

En un estudio realizado por Sato y colaboradores (2003) en la ciudad de Kawasaki, Japén,
se observd que en ratas expuestas a particulas atmosféricas durante 4, 12, 24, 48 y 60
semanas, los niveles de aductos en tejido pulmonar y mucosa nasal, empiezan a decaer a
partir de las 12 semanas de exposicion respecto al nimero de aductos presentes en los
animales expuestos durante 4 semanas, manteniéndose estables sin tener diferencias
aparentes durante todo el tratamiento a pesar de estar hasta 60 semanas expuestas a

particulas.

Las diferencias entre los tiempos de exposicion utilizados en nuestro trabajo y los
utilizados por Sato y colaboradores en sus grupos experimentales, podrian explicar la
toxicocinética de los compuestos asociados a las particulas atmosféricas, al describir una
curva en la que se podria ver el comportamiento de los niveles de aductos. Es decir,
nuestro tratamiento de 3 dias en una linea temporal se encuentra antes de la medicién de
4 semanas del otro estudio y nuestro tratamiento de 8 semanas esté antes del de 12y 24
semanas. Podriamos sugerir que los niveles de aductos a los 3 dias se encuentran apenas
incrementandose, al no mostrar diferencias significativas respecto al control, pero si existe
una tendencia clara a aumentar. Sin embargo, alrededor de las 4 semanas se podria llegar
a un punto cercano al nivel maximo en donde las diferencias son significativas al comparar
contra el grupo control, ya que el nimero de aductos es bastante alto. Posteriormente los
aductos podrian empezar a descender gradualmente como se ve en el tratamiento de 8
semanas, al mostrar niveles similares con el de 3 dias de exposicion y finalmente como se
reporta en el trabajo de Sato (2003), a las 12 semanas de tratamiento se ve una
disminucion bastante evidente en el nimero de aductos, siendo a las 24 semanas, cuando
los niveles son mas bajos y se mantienen asi hasta 60 semanas de tratamiento con

particulas (Sato, et al., 2003).
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Las diferencias encontradas en los niveles de aductos entre los grupos controles de ambos
periodos de exposicion (ver figura 12), probablemente se deban a los limites de filtrado y
purificacion del sistema VACES, ya que a pesar de poseer un filtro HEPA con carbdn
activado y dioxido de aluminio (Debray, 2010), no se pueden eliminar en tu totalidad los
compuestos organicos volatiles presentes en el aire y asimismo es dificil filtrar particulas
muy finas de didmetros inferiores a 0.3 um que escapan del filtro (EPA, 2008). Entonces,
tales particulas y los compuestos organicos volatiles presentes en las camaras de aire
filtrado, muy probablemente son los agentes causales de los altos niveles de aductos

observados en el grupo control con 8 semanas de exposicion a particulas.

En este caso, para monitorear si los animales estuvieron expuestos a compuestos
aromaticos y PM inferior a 0.3 um, lo ideal hubiera sido realizar pruebas de orina para
determinar la presencia por ejemplo de 1-Hidroxipireno, el cual es utilizado como un

biomarcador de exposicion interna a PAHs (Bottin, et al., 2006).

En una investigacion realizada por la Universidad Autonoma Metropolitana y el
CINVESTAV por Angulo (2012), a cargo de la Dra. Andrea de Vizcaya se llevé a cabo la
caracterizacion de las particulas atmosféricas de la ZMVM. Para PM3, y PM; 5 se encontrd
que los PAH que se encuentran en mayor concentracion (ng/mg de particula) son: pireno,
criseno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, indeno[l, 2, 3-cd]
pireno, dibenzo[a, h] antraceno, benzo[g, h, i]perileno. Haciendo un analisis de sus
estructuras, se encontr6 que todos a excepcion del pireno, poseen una region,
denominada “bay-region” la cual se ha visto tiene relacion con su grado de
carcinogenicidad, siendo mas toxicos aquellos que posee tal region (Harvey, 1991; Woo
and Lai, 2010), por lo que las particulas de la ZMVM parecen tener un alto potencial toxico

y carcinogénico.

También en el estudio anteriormente mencionado, se evalu6é el papel de las enzimas de
fase I, como el CYP1Al asi como de enzimas de fase Il, la gamma-glutamil cisteina
sintetasa (y-GCS) en el mismo modelo experimental usado en este trabajo. No se

encontraron diferencias en la expresion de enzimas de fase |y Il frente a la exposicién a
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particulas en los pulmones de rata, sugiriendo quiza que el metabolismo de compuestos
organicos presentes en el PM llevado a cabo por CYP1A1 pudo haber sido muy rapido, por
lo que a los 3 dias y 8 semanas ya no es posible apreciar diferencias en su expresion
debido a su decaimiento. En el caso especifico de y-GCS, al no hallar incrementos en su
expresion, sugiere que las especies reactivas generadas por el metabolismo de fase | no
estan siendo eliminadas debido a la no induccién de y-GCS o porque quiza se ha llevado el
limite el sistema de conjugacién, razén por la cual obtuvimos niveles detectables de

aductos en el DNA. .

Dado que en nuestro estudio, los niveles de aductos no mostraron diferencias entre los
dos tiempos de exposicion (a excepcion de los grupos controles), se sugirid que tales
observaciones se pueden deber a la induccion de mecanismos de apoptosis debido al
dafio celular o genotoxico y/o la activacién de los mecanismos de reparacion del DNA. Se
realiz6 la evaluacion de la expresién de la proteina Caspasa 3 activa (datos no mostrados),
para poder evidenciar si en el tejido pulmonar se estaban presentado eventos de
apoptosis derivados de la exposicion a las particulas (Zhang, et al., 2007), sin embargo no
se logro cuantificar la proteina en ninguno de los tratamientos, probablemente esto sea
debido a que no se esté induciendo apoptosis en los pulmones de las ratas. Este hallazgo
nos llevo a la posterior evaluacion de la expresion de la proteina, componente critico del
mecanismo de reparacion por escision de nucleotidos (NER), el cual es especifico para la

reparacion de los “Bulky Adducts” o aductos abultados.

La expresion de ERCC1 a las tres semanas de exposicion disminuye ligeramente en los
tratamientos con particulas comparados respecto al control (ver Figura 14), esta
disminucion no es significativa, pero si se aprecia una diminucion de acuerdo al tipo de
particula. Asimismo, los niveles de expresion de ERCC1 en la exposicion a particulas
durante 8 semanas (ver Figura 16) no muestran diferencias respecto al control. Se puede
apreciar un nivel de expresion de ERCC1 muy similar en todos los grupos experimentales y
ninguna diferencia significativa fue encontrada. Sin embargo cuando se comparan los
niveles ERCC1 a los 3 dias y 8 semanas de tratamiento con particulas (ver Figura 17), se
puede apreciar de manera muy clara que los niveles de expresidon muestran diferencias

51

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

significativas entre cada de grupo de ambos tratamientos, la expresion de ERCC1 es més
alta en todos los grupos experimentales del tratamiento de 8 semanas. Ademas, cabe
destacar que también se encontraron diferencias significativas en la expresion de ERCC1
en los grupos controles, evidenciando que tales grupos de animales efectivamente
estuvieron expuestos a compuestos aromaticos y tienen una relacion con los incrementos
de los niveles de aductos (ver Figura 12), y tales observaciones no son debido a error de la

técnica de **P-Postlabeling.

En varios trabajos se ha estudiado la dinamica de expresién de diversos componentes del
mecanismo NER (XPA, XPC, XPF, XPG y ERCC1). Tales investigaciones se han realizado en
células bronquiales humanas (16HBE) expuestas a diferentes concentraciones de B[a]P. Se
ha observado que la exposicion en concentraciones bajas de B[a]P se puede inducir un
incremento en la expresion de las proteinas del mecanismo NER, siendo ERCC1 la que se
induce en mayor medida, lo que sugiere que funciona como un elemento critico del
mecanismo NER. En todas las proteinas evaluadas, después de haber estado expuestas a
dosis altas de B[a]P y tiempos de entre 24-48 horas, los niveles de expresion decaen a
niveles inferiores a los observados en el tiempo cero del tratamiento, describiendo una
curva dependiente del tiempo y la dosis en la expresiéon de elementos del mecanismo NER
(Yang, et al., 2007; Yang, et al., 2009).

Este comportamiento podria estar ocurriendo en nuestro modelo experimental, cuando
los niveles de ERCC1 disminuyen de acuerdo al tipo de particula y es menor a los tres dias
de haber iniciado la exposicion. Al ser la disminucion en la expresién de ERCC1 mas
evidente en el tratamiento con particulas ultrafinas (ver Figura 12), el potencial
carcinogénico de este tipo de particula podria ser mayor debido a la presencia de una
concentracién mas alta de compuestos, por tal motivo la expresion de ERCC1 disminuye,
como se demuestra en los otros trabajos. El comportamiento observado de las enzimas de
reparacion no se ha descrito bien en su totalidad, pero podria ser debido a la competencia
entre la formacién de aductos, la reparacion del dafio y la sintesis de las proteinas del
sistema NER (Yang, et al., 2007).
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El incremento significativo de los niveles de expresion de ERCC1 entre la exposicion aguda
y crénica (ver Figura 17), podria explicar el comportamiento encontrado en los niveles de
aductos. El mecanismo NER, es el encargado de reparar el dafio en el DNA originado por
las diferentes clases de compuestos aromaticos que estan asociados a las particulas
respiradas por los animales experimentales. Se ha demostrado en varios estudios que
ERCC1 es una proteina que juega un papel crucial en el mecanismo NER, su sobrexpresion
ha demostrado que refleja una alta actividad del mecanismo NER, lo cual esté relacionado
con la resistencia de varias clases de tumores a agentes quimioterapéuticos que generan
aductos o alquilaciones en el DNA y su expresion se ha empleado como un marcador de
resistencia, por ejemplo a cisplatino en pacientes con cancer de higado, ovario, pulmon,
entre otros (Li, et al., 2000; Lord, et al., 2000; Fautrel, et al., 2005). En este caso, la
sobrexpresion de ERCC1 evita que el numero de aductos en el tejido pulmonar se
incremente, fungiendo como un mecanismo protector al dafio gendémico por aductos,

como en los tumores que sobrexpresan ERCCL.

Al realizar una correlacién entre el nivel de dafio y la expresion de ERCC1 a los tres dias de
exposicion (ver Figura 18), se puede apreciar una relacion inversamente proporcional con
el nivel de dafio y la expresion de ERCC1. Conforme al tipo de particula, la expresion de
ERCC1 disminuye y posiblemente debido a ese descenso los niveles de aductos tiendan a
incrementarse. EI mecanismo por el cual descienden los niveles de expresion de los
componentes del mecanismo NER no se encuentra del todo descrito, pero como sugiere
Yang y colaboradores (2007), quiza tales descensos se deban a un equilibrio entre la
generacién de aductos, reparacion y la sintesis de los elementos del sistema NER, ya que
la formacion de aductos en el DNA y la induccion de los mecanismos de reparacion estan
determinados por la cantidad (concentracion) de compuestos organicos asociados a las

particulas atmosféricas.

Sin embargo, en la correlacion del nivel de dafio y expresion de ERCC1 de la exposicion
cronica de 8 semanas (ver Figura 19), en los niveles de aductos entre el grupo control y los
grupos tratados con particulas gruesas y finas no hay cambio, los niveles de ERCC1
muestran ligeros incrementos conforme al tipo de particula, asimismo en el grupo tratado
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con particulas ultrafinas el numero de aductos es més alto comparado con los demas
grupos Y los niveles de ERCC1 son superiores que en el grupo control y el grupo tratado
con particulas gruesas. Se puede notar que en una exposicion crénica, los niveles de
expresion de la proteina son mayores probablemente debido a la respuesta que se ha
montado contra los agentes genotdxicos a los que se han expuesto a los animales del
laboratorio, cuando se comparan con los niveles observados en una exposicion aguda

donde los mecanismos de reparacion apenas se podrian estar induciendo.
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8. CONCLUSIONES

e Las particulas atmosféricas de la ZMVM son capaces de generar aductos en tejido
pulmonar de ratas Sprague-Dawley, muy posiblemente debido a los compuestos
aromaticos asociados a éstas, y este tipo de dafio en el DNA podria ser util como
biomarcador de exposicion y dosis biolégicamente efectiva.

e Como se esperaba, debido a las propiedades aerodinamicas y quimicas ya bien
conocidas, las particulas ultrafinas fueron las que generaron mayores niveles de
aductos en el DNA.

e Asimismo, el nivel de dafio en el DNA parece estar en funcion del tamafio de particula
cuando la exposicion es aguda (3 dias), ya que la cantidad de dafio tiene una tendencia
a ser inversamente proporcional respecto al tamafio de particula, incrementandose
conforme las particulas son de menor diametro.

e La expresion de ERCC1 hallada, muestra que en los tratamientos de 3 dias y 8
semanas, no hay diferencia entre tratamientos con diferentes tipos de particulas y el
grupo control para cada tiempo de exposicion. Sin embargo, entre ambos periodos, se
encontré un incremento significativo de la expresion deERCC1 entre todos los tipos de
tratamientos y controles, siendo mas alta en el periodo de exposicion subcronico.

e Contrario a lo esperado, en exposiciones subcronicas (8 semanas), los niveles de
aductos en el DNA no se incrementan debido al tratamiento que es mas extenso
comparandolo con el grupo de exposicion agudo; este comportamiento entre ambos
periodos de exposicion se debe muy probablemente a la induccion de los mecanismos
de reparacion del DNA a través de ERCC1. En este caso, el mecanismo NER elimina los
aductos voluminosos (Bulky Adducts) generados por la exposicion al material
particulado. Por lo tanto ERCC1 es una proteina util como indicador de la induccion del
mecanismo de reparacion NER en este modelo.

e De la misma manera, dentro del grupo de exposicion subcrdnica los niveles de aductos
no siguen una relacién con el tamafio de particula, a excepcion de la fraccion ultrafina.

Tal comportamiento también puede deberse a la induccién del sistema NER, teniendo
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en cuenta que la fraccion ultrafina tiene una muy alta capacidad de generar dafio en el
DNA gue sobrepasa la actividad del sistema de reparacion.

¢ El mecanismo NER en este modelo, parece no tener una respuesta inmediata, ya que
en tiempos cortos de 3 dias no muestra un efecto sobre el nivel de aductos, esto
posiblemente sea debido a que la expresion basal de las proteinas que conforman el

mecanismo NER quiza no es la suficiente como para disminuir el nivel de dafio.

9. PERSPECTIVAS

Otros factores podrian estar involucrados en la toxicocinética de los compuestos
asociados a las particulas atmosféricas y asimismo en los niveles de aductos en el DNA.
Tales factores son la actividad y expresion de enzimas de fase | 0 la expresion de enzimas
de fase Il, por tanto seria conveniente evaluar esos parametros para poder comprender de
manera mas especifica el metabolismo de los compuestos asociados a las particulas
atmosféricas y sus efectos. Del mismo modo, para poder esclarecer tal cuestion, se
podrian realizar estudios a tiempos intermedios y mas extensos a los usados en este
estudio, evaluando los parametros antes mencionados. También se puede llevar a cabo la
determinacion de la composicion del material particulado para cada didmetro
aerodinamico de la distribucion trimodal de la ZMVM para conocer de manera especifica a

que clases de compuestos los animales experimentales y la poblacion estan expuestos.

La expresion de las proteinas del mecanismo NER ha sido poco investigada para estudios
de monitoreo realizados in vivo, su estudio estd mas restringido al area clinica sobre la
resistencia a agentes quimioterapéuticos, por tal motivo, el evaluar los demas
componentes y asimismo los demas mecanismos de reparacién, por ejemplo, el
mecanismo de reparacion por escision de bases (BER) podria aportar ideas su papel de
estos sistemas en exposiciones a carcin0genos quimicos, debemos recordar que estamos
expuestos a mezclas de agentes genotodxicos, por lo tanto, mas de un mecanismo de

reparacion podria estar funcionando al mismo tiempo.
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