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1. RESUMEN

BIOMARCADORES DE EXPOSICION GESTACIONAL A CONTAMINACION
AMBIENTAL EN LA ZONA METROPOLITANA DE LA CIUDAD DE MEXICO
(ZMCM) Y SU ASOCIACION CON SALUD PERI Y POSNATAL

Antecedentes

La exposicion gestacional se asocia a una mayor susceptibilidad para desarrollar
enfermedades cardiovasculares, metabdlicas y cancer en la vida adulta. Ademas,
existen evidencias que indican que estos efectos pueden ser pasados a
subsecuentes generaciones. En la Zona Metropolitana de la Ciudad de México se
emiten mas de 300 mil toneladas de contaminantes al afio. A los agentes toxicos
en aire, suelo y agua hay que sumarles los que se ingieren con los alimentos
como los hidrocarburos, plaguicidas, ftalatos y aflatoxinas. Hemos demostrado que
los habitantes jévenes de la ZMCM tienen niveles elevados de aductos en ADN
formados por la presencia de contaminantes ambientales!. Ademas, tenemos
evidencias preliminares en recién nacidos que sugieren exposicion gestacional a
estos agentes potencialmente carcinogénicos. El nivel de aductos detectados en
estos nifios es dos o tres veces superior al detectado en sus madres (ver figura 1)
y seria importante poder asociarlo a otros biomarcadores y a parametros como
peso al nacimiento, exposicidbn materna, malformaciones y prematuridad sin causa
aparentes, por otra parte, este estudio podra sentar las bases para la realizacion
de un estudio de cohorte de la poblacion de recién nacidos a los que se

determinen los niveles de contaminantes.
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Figura 1 niveles de aductos en células maternas y fetales

Objetivo: investigar la presencia de biomarcadores de exposicion y de efecto
temprano en al menos 150 recién nacidos a lo largo de un afio en la ZMCM y
asociarlo a otros biomarcadores y a parametros como peso al nacimiento,
calificacion APGAR.

Material y Métodos: Se obtendran 150 pares de muestras Madre-Recién nacido,
expuestos a particulas atmosféricas de la ZMCM; por el momento se tienen 70
pares. Las muestras son de madres residentes de la ZMCM, captadas en la
Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de Gineco Obstetricia No.3 C.M.N. La
Raza. La exposicion ambiental se caracterizd a través de un cuestionario de las
participantes acerca de sus habitos de vida, antecedentes familiares, y utilizando
los registros de la red de monitoreo ambiental (RAMA). Se colectaron 10 mL de
sangre periférica de la madres y 10 mL de sangre de cordén umbilical del recién
nacido al momento del parto para la determinacién de aductos en el DNA; asi
como 5 cm? de tejido de placenta en su cara materna y 5 cm?® de cara fetal, que
posteriormente se utilizaran para la determinacion de la expresion de enzimas de
fase | y de reparacion del DNA. Asimismo, se colectaron 10-20 mL de orina de las

madres para realizar determinaciones de cotinina.

Los biomarcadores de efecto temprano que se investigaron fueron aductos
abultados o “bulky” en ADN; asi como determinacién de niveles de cotinina en

orina que sirve para reconocer a los fumadores activos. Los biomarcadores de
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exposicion se correlacionaron con el peso y valor de prueba de Apgar, mediante
analisis de regresién multiple y multivariados para estimar el impacto potencial de
la exposicion gestacional en la salud del recién nacido. El tamafio muestral se
estimo de acuerdo a la asociacién observada en un estudio longitudinal, entre el
polimorfismo GSTM null y los niveles de aductos en adultos jovenes que viven en
la ZMCM1,

Resultados: La determinacion de cotinina en orina, funciona como un
biomarcador de exposicion al humo del tabaco, debido a que en este estudio solo
se evalu6 el efecto de la exposicion ambiental a PM; se realizaron
determinaciones en 68 muestras, de las cuales todas (68/68) han resultado
negativas (>200ng/mL cotinina), lo cual es un buen indicador de la efectividad del
cuestionario y la aplicacion de los criterios de inclusion/exclusién, los procesos de
encuesta y seleccion son efectivos. Una vez analizadas las muestras para la
prueba de cotinina, se realizé la determinacion de los niveles de aductos en el
DNA en una muestra pequefa (n=23) de la poblacién que se tiene, y ademas se
analizaron muestras provenientes de la ciudad de Cuautla, Morelos (n=4), las
cuales provienen de una zona menos contaminada comparada con la ZMCM. Los
resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en otras investigaciones, en
donde los recién nacidos poseen en la mayoria de las ocasiones, niveles de dafio
mas alto que sus madres. Al realizar una correlacion de Pearson, los resultados no
muestran ninguna correlacion significativa entre los niveles de aductos y el peso
del recién nacido y de la misma manera, no es posible apreciar alguna correlaciéon
con el indice APGAR.

Conclusiones: Se corrobor6 el aument6 de PM en estaciones secas. Se
comprobd la mayor cantidad de aductos en fetos de la ZMCM. Es probable que los
resultados obtenidos no muestren una clara correlacién, debido al reducido

tamano maestral.
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2. MARCO TEORICO
Exposicion gestacional

Estudios epidemiolégicos han establecido una estrecha relacién entre el peso al
nacimiento y el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y metabélicas?? Ello
llevé a Gluckman* a proponer una programacion fetal que depende del ambiente
intrauterino que puede optimizar la estructura y funcion de los 6rganos in utero en
el corto plazo, pero contribuir en el largo plazo al desarrollo de enfermedades o
padecimientos en la nifiez y en la adultez, si estas adaptaciones no se ajustan a
los nuevos ambientes. A estos cambios se agregan los epigenéticos como
mecanismo en el cual se pueden basar muchas de las respuestas adaptativas.
Existen ejemplos claros de exposiciones gestacionales que tienen en el corto y

largo plazo consecuencias en la salud y el riesgo para desarrollar enfermedad.

La exposicidon gestacional al humo de tabaco se asocia a bajo peso al nacimiento,
nacimientos pretérmino o prematuros y a obesidad en la nifiez asi como a
desérdenes en el neurodesarrollo y comportamiento® Se piensa que los efectos
del humo del tabaco pueden estar mediados por hipoxia cronica, disminucion del
flujo sanguineo en la placenta, aumento de carboxihemoglobina y posibles efectos
de la nicotina®, ademas de una mala nutricidon por la supresion del apetito que
causa el habito de fumar. También se han demostrado relaciones gen-ambiente
en relacion a la exposicion gestacional a humo de tabaco. Por ejemplo madres
fumadoras portadoras del polimorfismo del gen DAT1 y/o del receptor de
dopamina DRD4 tuvieron un mayor riesgo para el diagnéstico de desorden de
déficit de atencion por hiperactividad en estos nifios’

Asimismo, existen evidencias que muestran que la exposicion a particulas
respirables como las menores de 2.5 micras (PM2zs) se asocia a bajo peso al
nacimiento y a nacimientos pretérminos®. Estos efectos dependen del origen y la

composicion de las PM2:5 9.

En la ciudad de México el analisis de muestras de sangre de cordén umbilical

obtenidas de un banco de muestras biologicas (ELEMENT) de recién nacidos
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entre los aflos 1994 y 1995, mostré que la exposicion prenatal a plomo se
encontrd inversamente relacionada con la metilacion genémica del DNA en células

del corddn umbilicall®.

Resulta relevante revisar el nivel de exposicion gestacional a plomo en la
actualidad, especialmente porque en nuestro pais existen estudios prospectivos
gue relacionan la concentracién de plomo en sangre y la disminucion en la funcién
intelectual y neuroldgica en nifios expuestos directamente a este elemento en los

primeros meses de vidall 1213,
Modulacion epigenética

La exposicion gestacional puede causar alteraciones a largo plazo a través de
mecanismos epigenéticos4. Los procesos epigenéticos estan involucrados en la
diferenciacion celular humana desde el inicio del desarrollo. En los estadios
iniciales del desarrollo, se establecen epigenomas que modulan cémo células con
el mismo genoma se diferencian y forman los tejidos y érganos del cuerpo y el
cerebro.

En mamiferos la metilacion del DNA y las modificaciones en las histonas son los
principales mecanismos epigenéticos, creando diferentes programas de expresion
génica sin cambios en la secuencia del DNA. Mientras que las modificaciones a
histonas confieren cambios transitorios en la expresion génica, la metilacion del
DNA produce silenciamientos de largo plazo en secuencias especificas. Este
silenciamiento de largo plazo puede ser desactivado por desmetilacién'4.

Los procesos epigenéticos por exposicion prenatal han sido demostrados en
modelos animales y en muy pocos estudios epidemiol6gicos®°. Sin embargo dado
gue las citosinas metiladas son muy estables y las técnicas experimentales
requieren poca muestra, el estudio de la metilacion de locus especificos resulta un

indicador de exposicion factible e importante de estudiar en poblacion en riesgo.
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Contaminacién ambiental en la ZMCM

La zona metropolitana de la Ciudad de México es una de las zonas urbanas de
mayor contaminacion en el mundo. Esta ubicada a 2240 metros sobre el nivel del
mar y se encuentra rodeada por cadenas montafiosas que impiden la libre
circulacion del aire, lo cual agrava las condiciones ambientales y complica la
identificacion de las fuentes emisoras dado que los vientos circulan
preponderamente de norte a sur. De esta manera los habitantes de la zona sur
pueden estan expuestos a las emisiones originadas en el norte del valle de

México.

Existen ademas, importantes problemas relacionados con la industria y el
transporte. Se estima que el parque vehicular de la zona metropolitana es
actualmente de mas de 3 millones de vehiculos, con un crecimiento de 10% anual,
lo cual genera un elevado consumo de combustibles con la consecuente emision
de contaminantes. Los niveles maximos recomendados para particulas y ozono se

rebasan casi diariamentel®

La combustion de gasolina libera en la atmésfera una mezcla de hidrocarburos,
muchos de los cuales se consideran peligrosos para la salud, como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs, por sus siglas en Inglés), nitroarenos
y compuestos organicos volatiles (VOCs). Los monitores de la Red de Monitoreo
Ambiental (R.A.M.A.) de la Cd. de México miden diariamente los niveles de SOq,
NO2, CO2, Os y las particulas suspendidas menores de 10 micras. Solo una
estacion determina directamente los niveles de hidrocarburos, como el tolueno y
el benceno (clasificados como VOCs, los cuales también incluyen al
formaldehido). En México, aln no existe una norma para los hidrocarburos en
general, en lo referente a la calidad del aire atmosférico; sin embargo, en la
Comunidad Europea una disposicion emitida en el afio 2000 propuso bajar la
concentracion del benceno en el aire a 5 microgramos por metro cubico para el
afio 2010%6. A pesar de que la asociaciéon de la exposicién a benceno y otros
agentes téxicos, con el desarrollo de enfermedades es conocida, en México no

existen datos a este respecto. Por ejemplo, el benceno, a niveles atmosféricos tan
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bajos como 1 microgramo por metro cubico podria representar un riesgo de
padecer leucemia para los individuos expuestos crénicamente® Asi mismo, la
exposicion cronica a PAHs se asocia desde hace casi 20 afios, con una mayor
incidencia de cancer de pulmén'’, laringe *® y eséfago!® Un reporte de la
American Heart Association (AHA) establece la asociacion entre las enfermedades
cardiovasculares y la contaminacién ambiental®®, especialmente en el caso de la
presencia de particulas menores de 2.5 um. Ello ocurre a través de un incremento
en la coagulacion/trombosis, propension a arritmias, vasoconstriccion arterial,
respuestas inflamatorias sistémicas y la promocion cronica de aterosclerosis. Con
evidencias similares Romieu y Borja Aburto?! sugirieron que, a pesar de la
incertidumbre en los mecanismos de registro, existe suficiente evidencia en
Latinoamérica para afirmar que las particulas son nocivas para la salud, y que se
requieren urgentes medidas de control de emisiones. Las recomendaciones
actuales de la OMS son para las particulas menores de 2.5 micras (PM:zs), se
sugiere un promedio anual no mayor a 10 pg/m® o no exceder de 25 pg/m? en
promedio al dia. En cuanto a las menores de 10 micras (PM1o) se recomienda no
exceder un promedio anual de 20 pg/m?3 o 50 pg/m3 (OMS, 2005). En la ZMCM

estos criterios no se cumplen?2,

Existen reportes que han demostrado que los contaminantes atmosféricos en la
ciudad de México son mutagénicos??, genotdxicos?* 25 26 27, 28y que los
mexicanos poseen variantes alélicas de riesgo para cancer por exposicion a
hidrocarburos 2% 3. Ademas se ha observado que el vivir en la ciudad de México
impacta la funcion olfatoria® 32, Habitantes jovenes de la Ciudad de México
presentan una cantidad mas elevada de aductos de PAH (hidrocarburos
aromaticos policiclicos) en el DNA de sus leucocitos, en la época de invierno o
época seca, asociados ademas al incremento en particulas suspendidas y a

ciertas variantes alélicas de riesgo (Tabla 1) *.

Ademas, en la ZMCM, la exposicibn a ozono y a 6xidos de nitrégeno incide
significativamente sobre el nimero de consultas médicas ocasionadas por motivos

respiratorios, de la poblacion menor de 15 afios®2.
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El plomo es uno de los metales toxicos que no sélo se encuentra presente en aire
(particulas suspendidas) y en el polvo, sino también se puede encontrar en el
agua, alimentos y el material de plomeria. El vanadio, cadmio, niquel y zinc son

metales que se han reportado en el material particulado de la ZMCM®,

Otros contaminantes importantes en la exposicion prenatal son los plaguicidas
como los compuestos organoclorados (DDT y DDE) y organofosforados, utilizados
primordialmente en el &mbito agricola y el control de plagas. En la ZMCM
persisten zonas agricolas de cultivo intensivo como Xochimilco, Miltpa Alta y
Tlahuac que ademas pueden estar presentes no solo en el suelo y en los cuerpos
de agua, sino también en los alimentos que consume la poblacion. El impacto en
la salud ha sido investigado en varios reportes34 35 con resultados contradictorios,
sin embargo sus posibles efectos epigenéticos en el DNA de recién nacidos no

han sido estudiados.

Los ftalatos son sustancias quimicas utilizadas no s6lo en una gran cantidad de
productos de uso industrial sino también de consumo diario. La exposicion a
ftalatos de bajo peso molecular como el dietil ftalato y el di-n-butil ftalato (DBP, por
sus siglas en inglés) ocurre a través de productos de uso personal como
perfumes, cosméticos, lociones. La exposicion a ftalatos de mayor peso molecular
como el di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) y el butilbenzil ftalato (BBzP) ocurre a través
de su uso como agentes plastificantes en productos de cloruro de vinilo flexibles
como las botellas de bebidas, empaques de alimentos. La exposicién a DBP,
DEHP y BBzP se ha asociado en la ciudad de México a embarazos pretérmino3®.
Dentro de compuestos organicos persistentes a los que nos exponemos a través
de los alimentos, agua y suelo se encuentran los bifenilos policlorados (PCB).
Existe normatividad clara para evitar la exposicion a estos agentes toxicos a traves
del agua y los alimentos, sin embargo persisten los equipos eléctricos, equipos
contaminados, liquidos, sélidos y residuos peligrosos que los contienen o estan

contaminados con ellos®’.

El feto tiene generalmente un mayor riesgo que el adulto cuando se expone a

agentes toxicos ambientales. En ello intervienen varios factores como una mayor
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absorcion y acumulaciéon de sustancias quimicas por parte del feto, la incapacidad
de higado fetal para metabolizar y eliminar toxinas de manera eficiente, inmadurez
de los procesos de reparacion del DNA e inmunolégicos y una alta tasa de
proliferacion celular. Por otro lado los agentes toxicos pueden afectar el desarrollo
fetal a través de blancos celulares especificos o alterando la placenta y el flujo de
nutrientes hacia el feto. Por lo tanto la exposicion gestacional puede generar
cambios procarcindégenos en el DNA fetal en la forma de aductos o mutaciones asi

como cambios epigenéticos 3%
Biomarcadores bioldgicos

Los indicadores o biomarcadores en un sentido amplio incluyen a casi cualquier
medida que refleja una interaccion entre un sistema bioldgico y un peligro (riesgo)
potencial el cual puede ser quimico, fisico o biolégico. La medida de la respuesta
puede ser funcional o fisiologica, bioquimica a nivel celular o una interaccion
molecular. El andlisis de tejidos y fluidos corporales para buscar xenobiéticos y /o
sus metabolitos, enzimas y otras sustancias bioquimicas se han usado para
documentar la interaccibn de agentes quimicos con sistemas biologicos. Las
mediciones de aquellas sustancias ahora referidas como “indicadores o
biomarcadores” son reconocidos por proveer datos que vinculan la exposicién a un
agente quimico con la dosis interna y la respuesta que es relevante en el proceso

de evaluacion de riesgo.
Tipos de biomarcadores

Biomarcador de exposicidén: una sustancia exdgena o su metabolito o el producto

de una interaccién entre un agente xenobiético y alguna molécula blanco o célula

gue es medida en un compartimiento dentro de un organismo.

Biomarcador de efecto: una medicion bioquimica, fisiolégica o de comportamiento

u otra alteracion dentro de un organismo que depende a su vez de la magnitud,
puede ser reconocido como asociado con el establecimiento de un posible dafio a

la salud o enfermedad.
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Biomarcador de susceptibilidad: un indicador de habilidad heredada o adquirida de

un organismo para responder al desafio o exposicion a una sustancia xenobidtico
especifica. Por ejemplo las personas portadoras de algunas variantes alélicas
como el GSTM null poseen un mayor riesgo para desarrollar dafio genético por

exposicion a humo de tabaco?.

Metabolismo de agentes toxicos y su relacion con la bioactivacion de

carcinégenos.

Las sustancias quimicas solubles en lipidos son metabolizadas principalmente en
el higado, pero también en el resto de los tejidos (en menor medida) para su
eliminacién. En este proceso se generan metabolitos reactivos (bioactivos) que
pueden reaccionar con moléculas vecinas como proteinas o si difunden en las
células hasta con el DNA. Tal es el caso de los carcindgenos contenidos en el
humo del tabaco, el aire contaminado por la combustién de productos del petréleo
o del carbon, alimentos asados con carbon o contaminados por aflatoxinas. Las
proteinas o enzimas responsables de estos procesos son los citocromos P450 o
CYP, asi como las glutation S transferasas. Existen individuos que poseen
variantes genéticas con actividades diferentes en la poblacién y en algunos casos
se ha podido asociar la presencia de estas variantes con un mayor nimero de
aductos (Tabla 1)13°, lo cual los haria susceptibles a un mayor riesgo para
desarrollar enfermedad. En nuestro caso, observamos que los individuos
portadores de las variantes GSTM null y CYP1B1*3 (rs1056836), presentan un
mayor nivel de aductos en la ZMCM, por lo que nos interesa profundizar en estos

biomarcadores de susceptibilidad.
Aductos en DNA y su reparacion como biomarcadores.

El biomarcador que mejor se ha correlacionado con la exposicion a mezclas de
hidrocarburos arométicos policiclicos y humo de tabaco es la presencia de los
aductos o “adiciones” en el DNA. Dado que su presencia es ubicua y que se
presentan en distintas formas quimicas, la exposicion se puede determinar mas

especificamente porque forman aductos con proteinas o con el DNA. Estos

17



pueden determinarse en muestras de tejidos blanco de la exposicion o en
leucocitos de sangre periférica. En el caso de los aductos en el DNA, su presencia
se asocia con mutaciones especificas y se los considera indicadores de riesgo
para cancer?®, Su formacion se ha asociados con variantes genéticas de riesgo
como algunos alelos de enzimas de los citocromos P450 como el CYP1Al, las
glutation S-transferasas (GSTs), etc, en numerosos estudios 140 41, 42, 43, 44, | 5
determinacion de estos indicadores de susceptibilidad que pueden ser exclusivos
de la poblacion mexicana resultan de utilidad para la estimacién de riesgo a la

salud en sus portadores.

Temporadas PMuo PMzs
Epoca seca

Aductos PAH-DNA 0.209 0.048 0.216
(n=92)

NO, CYP1B1*3 (n=9) 0.845 0.116 0.023
SE, GSTM1 nulo (n=23) 0.533 0.035 0.013
Epoca de lluvias

Aductos PAH-DNA 0.169 0.528 0.128
(n=92)

NO, CYP1B1*3 (n=9) 0.285 0.780 0.775
SE, GSTM1 nulo (n=23) 0.311 0.362 0.215
Epoca seca (n=79)

% Ab. Cromosomicas 0.132 0.669 0.399
Epoca de lluvias (n=89)

% Ab. Cromosomicas 0.043 0.709 0.843

Tabla 1. Analisis de regresién multiple (R) entre los niveles de PM reportados en la RAMA en las
zonas NO: noroeste; SE: sureste, niveles de aductos PAH-DNA, porcentajes de aberraciones
cromosoémicas y variantes alélicas en enzimas metabolicas. Epoca seca: Noviembre-Abril, Epoca

de lluvias: Mayo-Octubre®
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Existen varias metodologias para estimar la presencia de aductos o adiciones en
el DNA, una de ellas es la metodologia de post marcaje con fésforo 32 (*°P) y que
permite estimar la formaciéon de aductos “bulky” o “abultados” que deforman la
hélice del DNA. Este tipo de dafio, cuando es detectado, es reparado por las
enzimas de la via de reparacion de nucleétidos o via NER (nucleotide excision
repair). Dentro de esta via, hemos encontrado que la enzima ERCC2 se encuentra
inducida en un modelo murino de exposicién a particulas de la ZMCM*. Por lo que
consideramos relevante investigar los niveles de transcritos de mRNA en las
muestras de tejidos que vamos a analizar, asi como la presencia de la variante
genética ERCC2 (rs13181), en la poblacién a estudiar puesto que su presencia ha

sido asociada con mayores niveles de aductos en DNA%,

Cuantificacion de regiones de metilacién diferencial (DMR; differential methylated

regions)

La modificacion epigenética mas importante es la metilacién en dinucleétidos CpG
que define regiones DMR, las cuales son especificas para cada alelo parental. La
exposicion gestacional puede causar alteraciones en las DMR que se han
asociado a enfermedad * 46, Nos interesa estimar cuantitativamente los patrones
de metilaciéon en el DNA materno y del recién nacido en 4 regiones DMR: IG-DMR,
H19 DMR/region control de “imprinting” (RCI), IGF2R DMR y PEG10 DMR para
investigar su posible asociacién con la exposicion ambiental determinada en las
muestras de orina y sangre. Para ello adaptaremos el uso de una plataforma
bioinformatica del tipo “Quantitative Differentially Methylated Region”#’- Este
analisis podra ser extendido a otras regiones que se consideren de interés dado el
crecimiento exponencial que esta teniendo este campo en el diagndstico clinico.
Las DMR que se incluyen en este estudio estdn asociadas a bajo peso al

nacimiento o nacimiento prematuro?6: 48

19



3. JUSTIFICACION

La investigacion de biomarcadores de exposicidn gestacional a contaminantes
ambientales es una propuesta de investigacion aplicada, porque la informacién
que genere permitird estimar el impacto que produce en la salud del recién nacido
la contaminacion de la ZMCM. Nuestro grupo de trabajo tiene evidencias no sélo
de la presencia de estos contaminantes en adultos jovenes! sino que en datos
previos hemos encontrado que la cantidad de aductos de metabolitos de
hidrocarburos en los recién nacidos, triplica los niveles encontrados en el ADN de
sus madres®. Esta informacién original resulta relevante de profundizar ya que
estaremos utilizando biomarcadores de susceptibilidad y de riesgo para cancer
utilizados ampliamente en la epidemiologia molecular. También nos interesa
documentar si esta exposicion, asi como los habitos de vida puede generar
cambios epigenéticos asociados al desarrollo de enfermedades en la edad adulta
de importancia epidemiolégica en nuestro pais como bajo peso al nacimiento,
muerte perinatal, obesidad y diabetes. Es importante mencionar que existen
evidencias que sugieren que los cambios epigenéticos pueden afectar varias
generaciones.

La propuesta se encuentra dentro de la demanda de Medio Ambiente y Salud de
la convocatoria del fondo sectorial CONACYT-Secretaria de Salud y contempla la
evaluacion de biomarcadores de exposicion gestacional a contaminantes
ambientales. Ello le confiere una aplicacion en la salud perinatal y pediatrica ya
nos permitira identificar a contaminantes que aumenten el riesgo a desarrollar
enfermedad, puesto que los biomarcadores que investigaremos son de riesgo para
el bajo peso al nacimiento, muerte perinatal e incapacidad dado puesto que se
puede generar neurotoxicidad o riesgo de retraso mental y cancer. Permitira asi
mismo que se puedan emitir recomendaciones y normatividad (ambiental o de
habitos y costumbres) para reducir la exposicion. Ademas de que este estudio
podra sentar las bases para la realizacion de un estudio de cohorte de la poblacion

de recién nacidos a los que se determinen los niveles de contaminantes.
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4. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

El feto tiene generalmente un mayor riesgo que el adulto cuando se expone a
agentes toxicos ambientales. En ello intervienen varios factores como una mayor
absorcion y acumulacién de sustancias quimicas por parte del feto, la incapacidad
de higado fetal para metabolizar y eliminar toxinas de manera eficiente,
inmadurez de los procesos de reparacion del DNA e inmunoldgicos y una alta
tasa de proliferacion celular. Por otro lado los agentes tdéxicos pueden afectar el
desarrollo fetal a través de blancos celulares especificos o alterando la placenta y
el flujo de nutrientes hacia el feto. Por lo tanto la exposicion gestacional puede
generar cambios pro carcindgenos en el DNA fetal en la forma de aductos o

mutaciones asi como cambios epigenéticos.
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5. OBJETIVOS

Determinar la exposicion gestacional a agentes toxicos ambientales en la ZMCM
mediante el uso de biomarcadores de exposicidén y su impacto en salud mediante
biomarcadores de efecto y susceptibilidad utilizando muestras de orina y sangre

materna, en sangre de cordén umbilical y muestras de placenta.

Objetivos particulares

Correlacionar los niveles de aductos en el DNA en el feto, en funcién de la

concentracion estacional de PM en la ZMCM.

Correlacionar los niveles de cotinina con los resultados obtenidos de los

cuestionarios en relacion al antecedente de tabaquismo.

Correlacionar los biomarcadores de exposicion con el peso y el valor de prueba de
Apgar y con los indicadores de efecto temprano mediante un analisis multivariado

gue permitan identificar a los agentes de riesgo.
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6. HIPOTESIS DE TRABAJO

La exposicion gestacional a la contaminacién ambiental en la ZMCM se asociara a
niveles méas elevados de aductos “bulky” en el DNA de los recién nacidos durante
la época de elevada contaminacion ambiental (época seca). La presencia de
aductos en ADN se asociara positivamente a la presencia de biomarcadores de
susceptibilidad como son las variantes alélicas GSTM null, CYP1B1*3 (rs1056836)
y ERCC2 (rs13181) maternas y en el recién nacido y con alteraciones en la

metilacion de zonas de metilacion diferencial y de “imprinting” (DMR y RCI).
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7. MATERIAL Y METODOS

El estudio se inscribe dentro de la epidemiologia molecular, se trata de un estudio

transversal descriptivo en donde se estima el riesgo a la salud a través de la

identificacion de la prevalencia de aductos en DNA y de contaminantes en

muestras de sangre y orina de madres y en sangre de cordén umbilical de recién

nacidos que viven en la ZMCM y su asociacion con peso del producto, valor de

prueba de Apgar y variantes alélicas de riesgo.

CRITERIOS CONTEMPLADOS EN EL ESTUDIO.

Exclusion

Eliminacion

Inclusion
o >34 semanas de
gestacion.
e 19-35 afios.
e Feto vivo.

e Que acepten participar y

firmen la

consentimiento de

colaboracion.

e Que hayan permanecido

en la zona de residencia

en los ultimos 3 meses.

carta de

Pacientes con cualquier
tipo de diabetes.
Pacientes con
tabaquismo.

Pacientes con cancer.
Pacientes con
exposicién ocupacional
a metales 0
hidrocarburos

aromaticos policiclicos.

Recién nacidos con
fenotipo compatible
con

cromosomopatia.

Pacientes que
presenten ruptura
prematura de
membranas

asociada a proceso

infeccioso.

Tamarfio de muestra.

Se decidio estimar el tamafio minimo muestral tomando en cuenta que la

asociacién encontrada con la variante genética GSTM1 null y los niveles de

aductos en un estudio longitudinal previo realizado por nuestro grupo de trabajo?.
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Para ello utilizamos la ecuacién: n= (Zp(1)+Za/o)? + 3, donde (o es la transformacién
de Fisher de po, B(1)=0.01 y a=0.05 y r=0.5, z=0.5493%, lo que arrojé un tamafio
muestral de 64 muestras de sangre materna y 64 de sangre de cordon umbilical.
En este estudio transversal las muestras fueron tomadas a lo largo de de octubre
del 2011 hasta mayo del 2014 y se estratificaron por estacion de lluvias y seca,
reportandose estudios preliminares, ya que tamafo muestral estimado es de 150
pacientes con sus hijos.

Descripcion general del estudio

En las areas de hospitalizacion de la UMAE HGO 3 se identificO a mujeres que se
encontraban proximas al nacimiento de su hijo por parto o cesérea y que cumplian
los criterios de seleccion. Se les explic6 en que consistia el proyecto de
investigacion y se les invité a participar en el mismo, las pacientes que aceptaron,
firmaron carta de consentimiento informado y una vez obtenido esté, se les
interrog6 sobre domicilio, edad, paridad, peso y talla, ocupacién, habitos de
alimentacion, exposicibn a contaminantes por cercania de la vivienda con
gasolineras, fabricas de pinturas, solventes, etc. Tabaquismo activo o pasivo. Se
les pidi6 numero telefonico para su localizacion pasados 28 dias del nacimiento de

su hijo, con la finalidad de verificar la supervivencia del recién nacido.

Se colectaron 10 mL de sangre periférica de la madres y 10 mL de sangre de
cordén umbilical del recién nacido al momento del parto para la determinacion de
aductos en el DNA. Ademas, se tomaron 5 cm3 de tejido de placenta en su cara
materna y 5 cm3 de cara fetal, que posteriormente se utilizardn para la
determinaciéon de la expresién de enzimas de fase | y de reparacion del DNA.
Asimismo, se colectaron 10-20 mL de orina de las madres para realizar

determinaciones de cotinina.

Las muestras bioldgicas se congelaron a -20°C, y posteriormente fueron enviadas
al Instituto de Investigaciones Biomédicas en donde se almacenaron a -70°C para

sSu procesamiento y analisis.
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Del recién nacido se registraron el peso, Apgar, edad gestacional al momento del
nacimiento, presencia de malformaciones, valoracion de Capurro, se haré
seguimiento del recién nacido hasta su egreso del hospital y via telefénica a los 28
dias de vida extrauterina para descartar muerte neonatal. Se tomaron 3
nacimientos por semana durante el afio para tener poblacion expuesta a lo largo
del aflo y en las dos temporadas: de lluvias (Mayo-Octubre) y seca (Noviembre-
Abril).

La exposicion ambiental se caracterizd6 a través de los resultados arrojados del
interrogatorio realizado acerca de sus habitos de vida, antecedentes familiares, e
y utilizando los registros de la red de monitoreo ambiental (RAMA). Los
biomarcadores de efecto temprano que se investigaron fueron aductos abultados o
“bulky” en ADN, asi como determinacién de niveles de cotinina en orina. Estos
biomarcadores se investigaron en muestras de sangre materna, de corddn
umbilical asi como muestras de placenta en el caso de los aductos y de expresion
de genes de metabolismo. Los biomarcadores de exposicion se correlacionaron
con los hébitos de vida y de alimentacion de la madre, lugar de residencia, peso y
valoracion de Apgar mediante andlisis de regresion multiple y multivariados asi
como de componentes principales que permitieron identificar a los biomarcadores
mas sensibles para estimar el impacto potencial de la exposicién gestacional en la

salud del recién nacido.
Determinacién de aductos en DNA

La determinacion de aductos se realizé mediante la técnica de post-marcaje con
fosforo (32P) 52,

De las muestras, 4 pg de DNA fueron evaporados en el DNA110 SpeedVac e
incubados toda la noche con 4ul de una mezcla de 90 mU de MN y 10 mU SPD
(Nucleasa Micrococcal y Fosfodiesterasa tipo Il de bazo de ternero), y 0.8 ul de
buffer de digestiéon (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 nucledtidos 3° monofosfato.
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Posteriormente se realiz6 un enriquecimiento mediante una digestion con la
nucleasa P1 para desfosforilar los nucleétidos sin aductos, dejando fosforilados
aquellos nucleétidos que poseen aductos. Se agregaron a la mezcla anterior 2.4 pl
de buffer de acetato de sodio 250 mM, 1.44 ul de cloruro de zinc 2 mM y 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 ul de Tris base a 0.5 M.

Inmediatamente después, los nucledtidos 3° monofosfato con aductos se marcaron
con 50 uCi de [y-32P] ATP en presencia de 6 U de Polinucleétido cinasa T4 y
buffer de cinasa a 1X (50 mM de Tris-HCI, pH 7.6, 10 mM de Cloruro de magnesio
y 10 mM de B-Mercaptoetanol). Se incubd la mezcla a 37°C durante 30 minutos.
Posteriormente se aplicé 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).

Una vez aplicada la mezcla se corri6 la placa cromatografica en buffer D1 (1.0 M
fosfato de sodio, pH 6.0), durante toda la noche en direccién 1 hacia el papel filtro
Whatman, se deseché la parte del papel filtro y se cortdé 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. Finalmente las placas
cromatograficas fueron colocadas en cassettes con pantallas y expuestas a
pelicula autoradiografica 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.
Determinacion de cotinina en orina

Se realiz6 la determinacién de cotinina (1-metil-3-(2-piridinil)-2-pirrolidinona) en
orina, debido a que esta sustancia es un metabolito de la nicotina, sustancia que
esta presente en el humo del tabaco. La determinacion de la concentracion en

orina de este metabolito se realizd0 mediante un kit de deteccion, One Step
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Cotinine Test Device, de Certum Diagnostics. Esta prueba es instantanea y
determina como positivo a aquellas muestras que presenten concentraciones

superiores a 200ng/mL de cotinina, lo que se considera como un fumador activo.

Determinacién de biomarcadores de exposicion en orinas y sangre de madres
gestantes

Para la determinacion de la presencia de hidrocarburos, benceno, metales,
aflatoxina y ftalatos y/o sus metabolitos en muestras biolégicas se hicieron
siguiendo los protocolos establecidos en la Unidad Analitica de Servicios de Apoyo
a la Investigacion de la Facultad de Quimica de la UNAM (USAI), en donde se
llevé cabo este andlisis dada la amplia experiencia que tiene este grupo en este
tipo de determinaciones.

Analisis estadisticos

Se utilizaron regresiones logisticas para investigar la asociacion entre los
polimorfismos de riesgo y los niveles de aductos. A la variante silvestre se le
adjudica un valor=0, al heterocigota=1 y al homocigota de riesgo=2*. Asimismo
entre los niveles de aductos y la presencia de particulas e hidrocarburos
aromaticos policiclicos o sus metabolitos en los reportes de la RAMA y en las
muestras de orina de las madres gestantes. Un modelo de regresion logistica
multivariada (SPSS, Statistical Package for Social Sciences) se utilizd para
determinar el papel de las covariantes de riesgo (contaminantes y sus metabolitos)
en asociacion con aductos y con los parametros clinicos del recién nacido. Las

diferencias estadisticas seran consideradas significativas cuando p<0.5.

Aspectos éticos

Investigacion con riesgo menor al minimo para la paciente y su hijo, ya que no se
realizdé ninguna intervencion en ellos, las muestras de sangre fueron obtenidas al

momento de puncionar para la toma de estudios convencionales o al canalizar la
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vena para ingreso a cirugia y la sangre del producto se obtuvo del segmento de
cordon que queda unido a la placenta. Los procedimientos se apegaron a las
normas éticas, al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud y a la Declaracion de Helsinki y sus enmiendas.

Se solicitd carta de consentimiento informado a las pacientes que acepten
participar.

El consentimiento fue obtenido por dos médicos residentes de la especialidad de
ginecologia y obstetricia, que primero les hablaron de aspectos generales del
protocolo y los objetivos del mismo, en términos que fueron comprendidos por las
pacientes, se les invitd a participar indicandoles que su participacion consistia en
donar dos muestras de sangre de ellas y una muestra de sangre de cordon de su
hijo y un pequefio segmento de placenta ademas de contestar un cuestionario
donde preguntamos a cerca de su ocupacion, su estado de salud, habitos
personales y lugar de residencia, tabaquismo y exposiciobn a contaminantes. Se
les indic6 que los riesgos eran minimos y mas bien inherente a la toma de la
muestra requerida para su atencion meédica, también se les inform6é que no

recibirian ninguna compensacion econémica.

La contribucion del estudio es para la poblacién general y en particular la de la
zona norte del valle de México, ya que se estudio el nivel de contaminantes y sus
metabolitos en los recién nacidos y su asociacion con dafios a la salud perinatal y
la salud o enfermedad en la vida adulta. El estudio tuvo un beneficio mucho mayor
al riesgo que puede tener la poblacién.

Para garantizar la confidencialidad de la informacion las muestras biolégicas
fueron etiguetadas con las iniciales de la paciente y el numero consecutivo de
caso al que corresponde y las muestras de los recién nacidos de la misma manera
agregando un guion y la letra -B después de las iniciales de la madre.

Todas las muestras biolégicas seran guardadas hasta que el estudio concluya y se
tengan las publicaciones, esto es por aproximadamente 3 afios, seran utilizadas
solo para este estudio y el resguardo se realizard ante la eventual necesidad de

repetir algunas de las mediciones. Al término del estudio seran desechadas con
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apego a la norma oficial mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002 relativa al manejo
de residuos bioldgico-infecciosos, el resguardo de las muestras se realizara en el
instituto de investigaciones biomédicas de la UNAM y el responsable del
resguardo y el desecho final de las mismas sera la Dra. Eugenia Gonsebatt.

La determinacion de los biomarcadores sera realizada con recursos del instituto de
investigaciones biomédicas de la UNAM y buscando el financiamiento de
CONACYT.

Recursos, financiamiento y factibilidad

Recursos humanos
2 investigadores responsables, 3 investigadores asociados, 2 residentes de

Ginecologia y Obstetricia, 1 estudiante de posgrado.

Recursos fisicos (lugar y condiciones) y materiales

El Hospital de Ginecologia y obstetricia No 3 del centro médico nacional la Raza
cuenta con 6 salas de labor y 4 expulsion, 7 quiréfanos, laboratorio con los
refrigeradores necesarios, tubos para la toma de muestras y recipientes para la
toma de orina.

Se dispone también de los laboratorios e instalaciones del Instituto De
Investigaciones Biomédica de la UNAM, que cuenta con los materiales para el
procesamiento de las muestras y las medidas de seguridad necesarias y el
personal autorizado para el manejo de materiales radiactivos.

Recursos financieros

Se solicitaran a CONACYT de la siguiente manera:

Gasto de inversion: 800,000.00 pesos para la compra de equipo como: dos
congeladores tipo REVCO de -70°C para la conservacion a corto plazo de las
muestras de sangre, orina y placenta que se instalara en la (UMAE HGO 3 CMN la
RAZA IMSS) y otro en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Un
tanque de nitrogeno para la conservacion de muestras biolégicas a largo plazo.

Una balanza analitica para reemplazar equipo dafiado y un par de computadoras
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para el trabajo de campo (UMAE HGO 3 CMN la RAZA IMSS y Biomédicas,
UNAM).

Gasto Corriente 2,000, 000 para la compra de reactivos y materiales necesarios
para la toma de muestras, analisis de muestras de orina y sangre, reactivos (el
fésforo 32 es un reactivo caro) para la determinacion de aductos, ensayos de
expresion génica, y patrones de metilacién. Asimismo se solicitara apoyo para el
pago de estipendios para los médicos residentes de especialidad y un pos
doctorante que participaran en el estudio y para la asistencia a un congreso

internacional.

Aspectos de bioseguridad.

El personal que manejé reactivos radiactivos fue personal autorizado por la
Comisién Nacional de Energia Atomica (Dr Pavel Petrosyan). Las muestras de
sangre se manejaron de acuerdo a los protocolos de seguridad para material
biolégico y cuando se descarten se hara de acuerdo a los protocolos de

bioseguridad establecidos por la Secretaria de Salud.

31



8. RESULTADOS

Monitoreo de las concentraciones de PM2.5 y PM10 en la ZMCM

Con datos de la Red Automatizada de Monitoreo Ambiental (RAMA) de la
Secretaria de Medio Ambiente del Distrito Federal (SMA), se realizaron los
promedios mensuales de PM 10 y PM 2.5 de las estaciones de monitoreo de la

zona norte-centro del Distrito Federal.

Para las concentraciones de PM 10 se consideraron las siguientes estaciones de
monitoreo: Cuautitlan, TultitlAn, Atizapén, Villa de las Flores, Acolman, San
Agustin, Xalostoc, Tlalnepantla, FES Acatlan, Camarones, Hospital General de
México, Merced, Cuajimalpa, Santa Fe, Iztacalco y UAM-Iztapalapa. En el caso de
las concentraciones de PM 2.5, se consideraron las siguientes estaciones de
monitoreo de la RAMA: Camarones, Coyoacéan, Merced, Nezahualcoyotl, Hospital
General de México, San Agustin, Santa Fe, San Juan de Aragon, Tlalnepantla,

UAM-Iztapalapa y Xalostoc.

Para ambos tipos de particulas, se utilizaron los datos de la RAMA, de
concentraciones de particulas por hora de los cuales se determind el promedio
mensual. Los datos analizados comprenden del periodo de octubre del 2011 hasta
mayo del 2014. Los resultados de PM 10 Y PM 2.5 se pueden ver en la Grafica 1a
y 1b), es posible notar incrementos de PM10 y PM 2.5 en las épocas secas
(octubre-abril) y una disminucion de las concentraciones durante las épocas
lluviosas (mayo-septiembre). Las disminuciones de PM de deben a la presencia de
precipitaciones en la ZMCM, la lluvia provoca un lavado troposférico que precipita

al suelo las particulas suspendidas, lo cual se ve reflejado en los niveles de PM.
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Determinacién de cotinina en orina

Se llevo a cabo la determinacion de las concentraciones de cotinina debido a que
es un metabolito de la nicotina presente en el humo de tabaco. Estas
determinaciones funcionan como un biomarcador de exposicion al humo del
tabaco; debido a que en éste estudio s6lo queremos evaluar el efecto de la
exposicion ambiental a PM; la presencia de tabaquismo (activo o pasivo) seria una
variable confusora que limitaria los alcances del estudio ya que veriamos los

efectos de la exposicion al humo del tabaco y no de la exposicion a PM.

Se realizaron determinaciones de cotinina en orina en 68 muestras, de las cuales
todas (68/68) han resultado negativas (>200ng/mL cotinina), lo cual es un buen
indicador de la efectividad del cuestionario y la aplicacion de los criterios de

inclusién/exclusion, los procesos de encuesta y seleccién son efectivos.

Determinacion de los niveles de aductos en el DNA

Una vez analizadas las muestras para la prueba de cotinina, se realizd la
determinacién de los niveles de aductos en el DNA en una muestra pequefia
(n=23) de la poblacibn que se tiene, y ademas se analizaron muestras
provenientes de la ciudad de Cuautla, Morelos (n=4), las cuales provienen de una
zona menos contaminada comparada con la ZMCM.

Para el afio 2008, las concentraciones de PM 10 en la ZMCM vy el estado de
Morelos fueron de 24, 296 toneladas/afio y 2, 711 toneladas/afo, respectivamente.
Y de la misma manera, para PM 2.5 los niveles fueron de 5, 499 toneladas/afio y
2, 363 toneladas/afio. Estos datos nos indican las diferencias de concentracion de
particulas entre ambos sitios y las probables variaciones de dafio en el DNA que

se podrian presentar en las madres residentes de ambas zonas urbanas.
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Los niveles de aductos en el DNA de las madres fueron inferiores en ambas zonas
urbanas (ZMCM y Cuautla), al ser comparados con los encontrados en los recién
nacidos (Grafica 2). Sin embargo, los niveles de dafio entre las madres-recién
nacidos de ambas zonas urbanas difieren, siendo mas alto el dafio en los pares de
la ZMCM. Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en otras
investigaciones, en donde los recién nacidos poseen en la mayoria de las
ocasiones, niveles de dafio mas alto que sus madres. Estos niveles de dafio se
explican por la susceptibilidad del recién nacido durante el desarrollo fetal a la
exposicion a agentes quimicos como los PAH. Ademas, como se ha documentado
en la literatura, los niveles de aductos tienen relacion con los niveles de PM a los
que se puede estar expuesto, razén por la cual se reportan niveles de dafio mas
altos en la ZMCM comparados con la ciudad de Cuautla, Morelos para las madres
y los recién nacidos. En la ZMCM, los niveles de PM y por lo tanto de dafio,
podrian incrementar el riesgo para sus habitantes a desarrollar ciertas
enfermedades relacionadas con la exposicion a contaminantes atmosféricos y en

mayor medida para grupos mas susceptibles, como los recién nacidos.

Los niveles de aductos en el DNA en el grupo de estudio de la ZMCM, se
esperaria que fueran marcadamente superiores (con diferencias significativas) a
los encontrados en la ciudad de Cuautla, Morelos, esto debido a las
concentraciones de PM para ambos sitios. Sin embargo, es importante considerar
que el numero de muestras analizadas es reducido y los resultados mostrados
podrian variar. Por lo tanto, al incrementar el nUmero de muestras analizadas, los
niveles de dafio en la ZMCM podrian ser superiores, se espera que al analizar los
niveles de aductos de los 150 pares madre-recién nacido, se tengan resultados

MAas precisos sobre los niveles de dafio.
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Gréfica 2: Niveles de aductos en el DNA de sangre de madres-recién nacido de la ciudad de
Cuautla, Morelos y la ZMCM determinados por 32P-Postlabling. M=Madre, RN=Recién nacido.
Grupo ZMCM n=23; Grupo Cuautla n=4

Correlacién entre niveles de los aductos con el peso al nacimiento e indice
APGAR

Durante el afio 2012, las mismas entidades participantes (IIB-UNAM, UMAE-HGO
3), realizaron un estudio piloto en donde se analizaron los niveles de aductos en
madres-recién nacidos expuestos a PM en la ZMCM durante el afio 2012 (n=19).
Tales datos fueron comparados con el peso del recién nacido y el indice APGAR
para ver si existe alguna correlacidén entre estos parametros del recién nacido y los
niveles de dafio. Al realizar una correlacion de Pearson, los resultados no
muestran ninguna correlacion significativa entre los niveles de aductos y el peso
del recién nacido (Grafica 3a; R=0.182, P>0.05). De la misma manera, no es
posible apreciar alguna correlacion entre los niveles de aductos y el indice
APGAR, al realizar una correlacién de Spearman (Grafica 3b; p=0.0333, P>0.05).

Es probable que los resultados obtenidos no muestren una clara correlacion,
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debido al reducido tamafio muestral. Es necesario realizar estos analisis cuando

se tengan los resultados de los 150 pares madre-recién nacido que se tienen

contemplados, para tener correlaciones mas certeras en caso de que existan.
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Gréfica 3: a) Correlacion entre los niveles de aductos en el DNA de cordén umbilical de recién

nacidos expuestos a PM en la ZMCM vy el peso al nacimiento. b) Correlacién entre los niveles de

aductos en el DNA de recién nacidos y el indice APGAR determinado a momento del nacimiento.

N=19 muestras.
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9. DISCUSION

De acuerdo a la descripcién de la Secretaria de Medio Ambiente del Gobierno del
Distrito Federal en 2008, la ZMCM abarca una superficie de 7,732 km?, de la
que el 19% lo cubre el Distrito Federal y el 81% restante, el Estado de
México; posee una altitud promedio de 2240 metros sobre el nivel del mar y

region montafiosa comprendida en el Sistema Neovolcanico Transversal.

La altitud en la que se encuentra la ZMCM 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 posicion latitudinal es otro factor involucrado
en la generacion de contaminantes, ya que la radiacién solar al ser intensa
acelera la formacion fotoquimica de contaminantes atmosféricos; sumado a
esto, las cadenas montafiosas que rodean a la ZMCM no permiten el libre flujo de
corrientes de aire que desplacen los contaminantes. Ademas, la gran afluencia
vehicular y fuentes fijas generadoras de particulas y contaminantes favorecen la

presencia de material particulado (PM) y contaminantes en la ZMCM.

Se ha visto que uno de los principales componentes del material particulado
presente en la ZMCM, es el carbono elemental (EC) y el carbono organico (OC),
este Ultimo en mayor proporcion. Dentro del OC estan una serie de compuestos
como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS), nitrosaminas y aminas
aromaticas, los cuales tienen una enorme relevancia porque estos
compuestos carbonados pueden llegar a ser muy dafinos ya que son
agentes mutagénicos y carcinogénicos, ademas de tener efectos adversos en la

salud.**

La exposicion in Utero a PM, se ha estudiado mediante la evaluaciéon de diversos
biomarcadores de exposicién. Dentro de los mas importantes podemos destacar el

analisis de aductos en el DNA, considerados como eventos primarios en el
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proceso de la carcinogénesis quimica, ya que pueden inducir mutaciones en el

DNA y promover progreso hacia la formacién de una neoplasia. 3°

Si bien se conocen los efectos toxicos del material particulado, en México no se
ha documentado el efecto de los mismos, por lo que surgid el proyecto de
investigacion. La Ciudad de México es un centro urbano densamente poblado, con
gran actividad industrial, lo que provoca grandes emisiones de contaminantes a la
atmosfera, incluyendo al material particulado (PM). Asimismo, el feto tiene un
mayor riesgo al estar expuesto a contaminantes ambientales, y debido a la mayor
absorcion, la acumulacién de sustancias quimicas en el feto, la incapacidad de
higado fetal para metabolizar y eliminar toxinas de manera eficiente, la inmadurez
de los procesos de reparacién del DNA y una alta tasa de proliferacion celular se
observan niveles altos de aductos en el DNA en el feto, en funcion de la

concentracion estacional de PM en la ZMCM.

Una vez estimada la presencia de aductos o adiciones en el DNA, se estima la
formacion de aductos “bulky” o “abultados” que deforman la hélice del DNA. Este
tipo de dafo, cuando es detectado, es reparado por las enzimas de la via de
reparacién de nucleétidos o via NER (nucleotide excision repair). Dentro de esta
via, hemos encontrado que la enzima ERCC2 se encuentra inducida en un modelo
murino de exposicion a particulas de la ZMCM44. Por lo que se considera
relevante investigar los niveles de transcritos de m RNA en las muestras de tejidos
pendientes de analizar en este estudio, asi como la presencia de la variante
genética ERCC2 (rs13181), puesto que su presencia ha sido asociada con

mayores niveles de aductos en DNA.

La modificacion epigenética mas importante es la metilacion en di nucleétidos CpG
gue define regiones DMR, las cuales son especificas para cada alelo parental. La
exposicién gestacional puede causar alteraciones en las DMR que se han

asociado a enfermedad, por lo tanto es la segunda fase de este estudio.
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Actualmente con los resultados obtenidos, se corroboran las descripciones de
articulos previos en cuanto a la época estacional en que se presenta mayor
cantidad de material particulado, la mayor cantidad de aductos de los fetos de la
ZMCM, asi como la utilidad del uso de la prueba de cotinina como método
confirmatorio de que la adecuada seleccion de la muestra, ya que como
mencionamos es de vital importancia descartar que de encontrase alguna
modificacion importante en la secuencia de DNA ésta no sea a causa del efecto

directo del tabaquismo, sino de la contaminacion ambiental.

Es necesario continuar la recoleccion de muestras de forma semanal para de ésta
forma abarcar todos los meses del afio y seguir la comparacién de PM.
Actualmente se cuenta con un total de 70, en espera de llevar a cabo las
siguientes determinaciones que nos podrian hablar del tipo especifico de dafio al
DNA asi como su efecto perinatal, y el riesgo de presentar en un futuro diferentes
patologias cronicas degenerativas.
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10.CONCLUSIONES

Se corrobor6 la mayor concentracion de material particulado medido en el

ambiente en la época seca.

Se comprobé la mayor cantidad de aductos presentes en el ADN de los
fetos con respecto al encontrado en sus madres; asi como la mayor
concentracion de los mismos en los fetos de la zona metropolitana de la
Ciudad de México.

Es necesario realizar el resto de toma de muestras y su andlisis para tener

correlaciones mas certeras en cuanto al impacto en la salud peri y posnatal.
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11.CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Primer afio Segundo afio Tercer afio
ler 2do 3er ler 2do 3er ler 2do 3er
Cuat Cuat Cuat Cuat Cuat Cuat Cuat Cuat Cuat
Toma de muestras de sangre, orina y placenta Andlisis de datos

Biomarcadores de efecto temprano: aislamiento de DNA, RNA, analisis de | Para la redaccion

expresion génica, polimorfismos de riesgo, y de patrones de metilacion. de informes vy

Biomarcadores de esposicion: analisis de muestras de sangre y | Mmanuscritos  para

orina tesis de doctorado

Registro de emisiones a través de la RAMA

Evaluacion

preliminar de datos
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13.ANEXOS

PARA PARTICIPACION EN EL PROTOCOLO DE INVESTIGACION TITULADO

“BIOMARCADORES DE EXPOSICION GESTACIONAL A CONTAMINACION
AMBIENTAL EN LA ZONA METROPOLITANA DE LA CIUDAD DE MEXICO (ZMCM) Y
SU ASOCIACION CON SALUD PERI'Y POSNATAL”

El estudio ser& patrocinado por el Consejo Nacional de ciencia y tecnologia

México D.F. A DE DEL ANO

Numero de registro:

Justificacion del estudio: En el Valle de México se ha reportado una emision
aproximada de 450 toneladas por dia de hidrocarburos, que es mayor que la reportada
para las grandes ciudades de Estados Unidos y Europa. Este tipo de contaminacion
afecta a toda la poblacion incluidos los bebes que no han nacido. La exposicién a
contaminacién durante de los nifios que estan en el vientre materno se asocia a una
mayor susceptibilidad para desarrollar enfermedades del corazon, obesidad, diabetes y
cancer en la vida adulta. Existen reportes de asociacion de los contaminantes con bajo
peso al nacimiento, muerte perinatal e incapacidad por dafio neuroldgico. La informacién
gue genere este estudio, permitira estimar el impacto que produce en la salud del recién
nacido la contaminacién de la zona metropolitana de la ciudad de México.

El objetivo de este estudio es:

Determinar la exposicion durante el embarazo a agentes toxicos ambientales en la zona
metropolitana de la ciudad de México, mediante la medicion de componentes de la
contaminacién ambiental en orinas y en sangre de mujeres embarazadas, sangre de
cordén umbilical y placenta. Esta informacion se analizara para saber si se relaciona con
el peso y talla del recién nacido, bienestar al nacimiento, malformaciones, prematurez y
muerte temprana del recién nacido. Trataremos de identificar a los agentes contaminantes
de riesgo.

Procedimientos:

Su participacion consistira en donar una muestra de sangre y otra de orina de usted y una
vez que su hijo haya nacido y sea entregado al pediatra, permitirnos tomar una muestra
de sangre del cordén umbilical que queda unido a la placenta y un pequefio segmento de
placenta que se cortara cuando esta se haya desechado. Ademas de contestar un
cuestionario donde preguntaremos a cerca de su ocupacion, su estado de salud, hbitos
personales, lugar de residencia, tabaquismo y exposicién a contaminantes.

La muestra de sangre y la orina suyas, se tomaran cuando vaya a nacer su bebé, se
aprovechara el momento en que le tomen muestras para otro tipo de estudio en el
embarazo o cuando le coloquen el suero. A su bebé no se le tomaréd ninguna muestra
y no ser& afectado por este estudio, la sangre sera obtenida del segmento de corddén
gue queda unido a la placenta después del corte del cordén y de entregar a su hijo al
pediatra.
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La cantidad de sangre de cada muestra es de 10 mililitros, que equivalen a 4 cucharaditas
de café, la cantidad de orina es igual que la de sangre. El segmento de placenta sera
como del tamafio de una nuez y lo cortaremos cuando la placenta ya esté fuera de su
matriz y no la ocupen los médicos que le atienden. Todas las muestras seran analizadas
en el instituto de investigaciones biomédicas de la Universidad Nacional Autbnoma de
México.

Posibles riesgos y molestias:

No existen riesgos mayores al participar en este estudio. En la toma de muestra de
sangre se puede presentar una minima incomodidad.

Posibles beneficios que recibird al participar en el estudio:

Informacion sobre resultados y alternativas de tratamiento:

Usted tiene derecho a ser informada, toda la informacién que requiera sobre el estudio o
sobre los resultados de usted y/o su hijo, se le podra proporcionar con requerirlo
directamente al investigador responsable Dra Maria Guadalupe Veloz Martinez.

Si los niveles de contaminaste fueran anormales, no se dispone de ninguna alternativa de
tratamiento para disminuirlos.

Si decide participar, no recibird ningun pago.

Participacion o retiro:

Usted puede negarse a participar. Usted puede cambiar de opinién acerca de seguir
participando en el estudio y dejarlo aun cuando ya haya empezado. Si nosotros
encontramos informacion importante durante el transcurso de nuestro estudio, esta se le
dard a conocer también, aunque ya esté fuera del mismo. Su rechazo a participar o la
salida del mismo, no tendra ningun tipo de repercusion en su atencion en esta institucion.
Todas las muestras de sangre, orina y placenta, serdn guardadas hasta que el estudio
concluya y una vez terminado este, serdn desechadas de forma especial para no
contaminar el medio ambiente, el resguardo de las muestras se realizara en el instituto de
investigaciones biomédicas de la UNAM. La responsable del resguardo y el desecho final
de las mismas sera la Dra. Eugenia Gonsebatt. Si en algin momento usted desea retirar
su autorizacion para el resguardo de las muestras y quiere que estas se eliminen, puede
hacerlo con toda libertad y sin ninguna consecuencia por ello.

Privacidad y confidencialidad:

Solo los investigadores analizaran toda la informacion y resultados generados en este
estudio. Los datos de la investigacion de este estudio seran publicados en revistas
cientificas pero seran presentados por grupo solamente, para proteger la identidad de los
participantes usted sera identificado por un nimero y su nombre no sera usado.

Autorizacién para latoma de muestras

Marque con una X su eleccion

No autoriza que se tome la muestra. ( )

Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio. ( )

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros. ( )

Autorizacién para el resguardo de las muestras

No autoriza que las muestras se resguarden. ( )

Si autorizo que las muestras se resguarden hasta el término de este estudio y se utilicen
solo para este estudio. ( )

Si autorizo que las muestras se resguarden hasta el término de este estudio y puedan ser
usadas para este estudio y estudios futuros. ( )
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Beneficios al término del estudio:

Es posible que usted no se beneficie inmediatamente al participar en este estudio. Si se
observa dafio en sus células nosotros le haremos saber. Este estudio ayudara a saber el
efecto que tienen los componentes de la contaminacibn ambiental en las células
sanguineas suyas y de su hijo y al analizar sus resultados junto con los de todo el grupo
de estudio, permitirh conocer los dafios en los recién nacidos de la zona metropolitana del
valle de México en general.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podréa dirigirse a:

Investigador Responsable:

Dra. Maria Guadalupe Veloz Martinez

Division de investigacion en salud 6° piso del Hospital De Ginecologia Y Obstetricia Del
Centro Médico Nacional La Raza IMSS

Domicilio: Seris y Antonio Valeriano SN Col La Raza Tel 57245900 ext. 23768

Correo: maria.veloz@imss.gob.mx

Colaboradores:

Dra Maria Eugenia Gonsebatt Bonaparte

Departamento de Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM

Domicilio: Calle Belisario Dominguez Numero 13, Cédigo Postal: 14070 Colonia San
Fernando Delegacion Tlalpan, Ciudad de México Teléfono: 555.6229179

e-mail: margen@unam.mx

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4°
piso Bloque “B ” de la Unidad de Congresos, Col. Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (55)

56 27 69 00 extension 21230, Correo electrdnico: conise@cis.gob.mx

Nombre y firma de la aceptante Nombre y firma del Cényuge

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 1
Nombre y firma
Relacion con el aceptante
Direccion

Testigo 2
Nombre y firma
Relacion con el aceptante
Direccion
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Cuestionario de salud personal

Por favor, escuche con atencién las siguientes preguntas con cuidado y conteste con
respuestas detalladas. La informacion que ofrece no se asociard con su nombre en
ningn documento publico y sera conocido solamente por los investigadores principales
encargados de esta investigacion. Es posible que las respuestas que ha suministrado
puedan tener un efecto directo sobre la interpretacion de nuestros resultados. En
consecuencia, le pedimos que coopere completamente en suministrar la informacion
correcta. Gracias.

1) Nombre completo:
Nombre (s) apellido Paterno apellido materno

Esta pagina separara del cuestionario y el investigador principal completara lo demas.
Solamente el numero de cddigo estard como un identificador en las paginas siguientes. Si
el espacio suministrado no es suficiente para completar una respuesta, por favor, utilice la
parte de atrds de la pagina e identifique el resto de la respuesta con el nimero de la
pregunta.

Informacién Personal

2) Fecha de nacimiento:

Dia/mes /afio

3) Lugar de nacimiento:

4) Direccion actual ( zona centro, sur, oriente o poniente y tiempo que lleva viviendo ahf ):

Informacién de exposicion

5) ¢Vive a menos de dos cuadras (200 mts) de una gasolinera o fahrica?

6) ¢A que se dedica?

7) ¢ Cuanto tiempo tiene desempefiando esa actividad?

8) ¢ Cuantas personas viven en su casa?

9) ¢Cuantas personas fuman en su casa?

10) ¢ Se cocina en su casa en anafres?

11) ¢ Pasa mucho tiempo con algun fumador? No Si ¢Cuantastioras?—

12) ¢Usted fuma? No— ,Si_ ¢ Cuantos cigarros por dia?

13) ¢ A que edad empez6 a fumar?

14) ¢ Cuanto tiempo paso6 desde que fuma el ultimo cigarrillo antes de tomar la muestra?
(minutos, horas, dias)

15) ¢ Cuanto tiempo (minutos horas) pasé desde que estuvo junto a una persona que
estaba fumando

16) En las dos ultimas semanas ¢ ha estado expuesto(a) a gasolinas, thiner, pinturas,
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Aerosoles, humo de lefia o carbon? No__ Si ¢Cual?

Historia Médica

17) En las dos dltimas semanas ¢,cuantos dias se quedd en casa por haber estado
enfermo(a)?

18) ¢ Le han diagnosticado alguna vez una de las siguientes enfermedades?

() Bronquitis () Neumonia () Asma () Rinitis alérgica () Alergia de contacto

() Otra alergia, cual

19) Actualmente ¢ toma algin medicamento?_No Si ¢ Cual?
¢Desde cuando y la dosis?

20) ¢Hay historia de cancer en su familia? No__ ____Si Por favor explique

21) ¢ Le causoé algun dolor la toma de muestra?

Historia Nutricional

22) ¢ Es usted vegetariano (a)? No Si
23) ¢, Come usted carne y pescado? Ng Si
a) Silarespuesta es Si, especifique la frecuencia.
1 a2dias 3 a4 dias 5 dias Todos los dias

a6
Carne de Res D D D D
Pescado D D D D
[]
[]

Pollo D D D
Cerdo D D D

Embutidos D D D

24) ¢ Como prefiere que sea cocinado? Jugoso mediano biencocido al
carbén
25) ¢ Toma café? ¢ Cuantas tazas por dia?
26) ¢ Acostumbra ingerir bebidas alcohdlicas?
No Si ¢,con qué frecuencia?

[]

27) ¢, Qué tipo de bebida ingiere?

28) ¢,Con gue frecuencia come usted frutas y verduras?

29) ¢ Qué tipo de frutas y verduras consume

RESULTADOS PERINATALES

Peso Talla Sexo Apgar min 5 min
Capurro

Semanas de edad gestacional al nacimiento
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Malformaciones congénitas NO Sl

Cuales
Nacimiento pretérmino NO Sl
motivo
A los 28 dias de vida extrauterina el recién nacido vive Sl NO causa de la
defuncion
Gracias por su colaboracion
Hoja de recoleccion de datos biomarcadores
# # # Expresion Alelos %
metilacion
muestra | Codigo | aductos | CYPIAL | CYP1B1 | ERCC2 | CYPIB1 | GSTM | ERCC | IG DMR H19 | IGF2R | PEG10
1 2 DMR | DMR | DMR

Hoja de recoleccion de datos de biomarcadores (continuacion)

Pb

sangre

Cd

orina

Ftalatos

orina

Hidroxipereno

orina

Acido

mucdénico

orina
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