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RESUMEN

La contaminacion atmosférica es un grave problema a nivel mundial, que provoca
alteraciones en la salud a nivel sistémico y celular de tipo toxico, como las rupturas
del ADN que pueden verse en forma de micronucleos en los reticulocitos. La
Ciudad de México, una de las urbes mas grandes del mundo, constantemente
rebasa los niveles permisibles de contaminacion atmosférica que desencadenan
efectos deletéreos en sus habitantes. La ardilla gris (Sciurus aureogaster), es una
especie endémica de México que ha sido propuesta como modelo de estudio eco
toxicolégico. El objetivo de la presente investigacién fue determinar la relacion
entre los niveles de contaminacién atmosférica y genotoxicidad (incidencia de
micronucleos/reticulocitos) de S. aureogaster de cuatro zonas de la Ciudad de
México. Se realiz6 un total de 80 capturas de S. aureogaster del Bosque de
Aragon, Bosque de Chapultepec, Parque 18 de Marzo y Viveros de Coyoacén
entre marzo y mayo de 2013. A cada ardilla se le determindé morfometria e
incidencia de micronucleos/reticulocitos de un conteo de 500,000 eventos
celulares, mediante la técnica de citometria de flujo usando el anticuerpo CD71—
anti rata. Se realizaron correlaciones y un Analisis de Componentes Principales
entre los niveles in situ de CO, NOx, NO, NO;, O3z, PMyy, PM,5 y SO,, versus el
dafio genotdxico por individuo. Se encontr6 que el dafio citotoxico estuvo
correlacionado significativamente con los contaminantes NO, NOx y PMyg
mientras que el dafio genotdxico estuvo correlacionado con el Os. Se concluye
que la contaminacion atmosférica de la Ciudad de México provocéd genotoxicidad
en S. aureogaster, principalmente en el Bosque de Aragon y Viveros de Coyoacan.

Palabras clave: genotoxicidad, S. aureogaster, ardilla gris, contaminacién, México.
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ABSTRACT

Air pollution is a serious problem worldwide, causing toxic changes in health to
systemic and cellular levels, as DNA breaks that may be in form of micronuclei in
reticulocytes. Mexico City, one of the largest cities in the world, consistently
exceeded the permissible levels of air pollution that trigger deleterious effects on its
habitants. The gray squirrel (Sciurus aureogaster), is endemic to Mexico that has
been recently proposed as a model of eco toxicological study. The aim of this
investigation was to determine the relationship between air pollution levels and
genotoxicity (incidence micronucleus/reticulocytes) of S. aureogaster of four areas
of Mexico City. A total of 80 catches of S. aureogaster of Bosque de Aragon,
Bosque de Chapultepec, Parque 18 de Marzo and Viveros de Coyoacan was
conducted between March and May 2013. For each squirrel was determined
morphometry and incidence of micronuclei/reticulocyte of 500,000 counts cellular
events using the technique of flow cytometry and CD71 antibody anti—rat.
Correlations and Principal Component Analysis between in situ levels of CO, NOx,
NO, NO,, Oz, PMjo, PM2s and SO, versus genotoxic damage per individual were
performed. It was found that the cytotoxic damage was significantly correlated with
NOx and NO; pollutants PMi, while genotoxic damage was correlated with Os. It is
concluded that air pollution in Mexico City caused genotoxicity in S. aureogaster,

mainly in the Bosque de Aragon and Viveros de Coyoacan.

Key Words: genotoxicity, S. aureogaster, grey squirrel, pollution, Mexico.
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1. INTRODUCCION

La contaminacion atmosférica es un problema global concerniente a emisiones
naturales y humanas (Villalobos—Pietrini et al., 2011; Molina y Molina, 2004). Las
grandes urbes son los sitios con mayor contaminacién debido a su acelerado
crecimiento poblacional, uso de automodviles e industrializacion (SIMAT, 2013;
Guzman—Morales, et al., 2011; Blake y Sherwood, 1997). En la Ciudad de México
se han incrementado los niveles de contaminacion atmosférica debido a las

proporciones demogréaficas y de servicios que ahi alberga (Molina y Molina, 2004).

La contaminacion atmosférica tiene influencias negativas en los individuos
expuestos, alterando su salud (SIMAT, 2013; Rosales—Castillo et al., 2001).
Existen diversos estudios que relacionan los niveles de contaminacion atmosférica
con un aumento en el nimero de ingresos a las salas de emergencias, baja en la
productividad por ausencia al trabajo, problemas respiratorios como rinitis,
conjuntivitis (INECC, 2014) hasta arterosclerosis (Kunzli et al., 2010) y finalmente
un mayor riesgo de muerte (O’'Neill et al., 2005). En los ultimos afios, se ha
encontrado que los contaminantes atmosféricos tienen efectos citotdxicos en
linfocitos, eritrocitos y cultivos celulares (Calderon—Ezquerro et al., 2010; Soares et
al., 2003).

La ardilla gris (Sciurus aureogaster) es un buen modelo de estudio ecotoxicolégico

gue puede aportar importantes hallazgos in situ (Zufiiga—Gonzalez et al., 2001a).

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la asociacion entre la
contaminacion atmosférica y la presencia de microndcleos en reticulocitos de

sangre periférica de S. aureogaster de cuatro parques de la Ciudad de México.



2. MARCO TEORICO
2.1 Contaminacion atmosférica

La contaminacién atmosférica es un problema global concerniente a emisiones
naturales y humanas (Villalobos—Pietrini et al., 2011; Molina y Molina, 2004). El
cincuenta por ciento de la poblacion mundial y aproximadamente el 90% de la
poblacion rural en los paises en desarrollo utilizan lefia y arbustos como fuente de
energia (Torres—Dosal et al., 2008). Sin embargo, durante los ultimos cien afios, la
contaminacion antropogénica se ha convertido en un problema grave y persistente
en muchas areas urbanas de todo el mundo (Molina y Molina, 2004; Akimoto,
2003).

Las grandes urbes son los sitios con mayor contaminacion debido a su acelerado
crecimiento poblacional, uso de automodviles e industrializacion (SIMAT, 2013;
Guzméan—Morales, et al., 2011; Blake y Sherwood, 1997). A partir del afio 2006 la
mayoria de la poblacion mundial vive en las ciudades (Volkamer et al., 2006). En
Latinoamérica, el 75% de la poblacién vive en urbes como Santiago, Sao Pablo
(Camargo et al., 2006; Carvalho—Oliveira, 2005) y Ciudad de México (Bell et al.,
2006). Esta tltima, es la décima urbe mas poblada del mundo (DWUA, 2014).

La Ciudad de México alberga una poblacion de mas de 20 millones de personas, 4
millones de vehiculos y 35 000 industrias en 3 500 km?. Su valle tiene una altitud
de 2 240 msnm, ubicado a 19° 25" latitud Norte y 99° 10" longitud Oeste, con
temperaturas que oscilan entre 0 y 35°C, rodeado por grandes montafias y
bosques que rondan los 4 000 msnm y dos volcanes cercanos, el Popocatépetl de
5452 msnm y el Iztaccihuatl de 5 284 msnm (INEGI, 2013).

A partir de los afos setentas el Programa de las Naciones Unidas para el Medio
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Ambiente (PNUMA) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han colaborado
en un programa internacional de monitoreo de la calidad del aire (Molina y Molina,
2004). En México se han hecho estudios intensivos a partir de los afios noventa
(Crounse et al., 2009; De Foy et al., 2006) encontrando que en esta ciudad se
emite cerca del 2% de la contaminacién atmosférica mundial (McKinley et al.,
2005).

El monitoreo atmosférico de la Republica Mexicana se realiza en 56 ciudades con
un total de 235 estaciones. Las tres urbes mexicanas con mayores indices de
contaminacion son: Guadalajara, Monterrey y Distrito Federal (SIMAT, 2013;
Dasgupta et al., 1997), ésta ultima concentra cerca del 13% de las emisiones
nacionales (McKinley et al., 2005; Arriaga—Colina et al., 2004).

En la Ciudad de México, el Sistema de Monitoreo Atmosférico (SIMAT) cuenta con
24 estaciones de monitoreo atmosférico, esta encargado de evaluar las
concentraciones de contaminacion y en su caso, de alertar a la poblacion en casos
de contingencia ambiental (SIMAT, 2014). Asimismo, la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM) cuenta con un Centro de Investigaciones en
Ciencias de la Atmosfera y una estacion mévil de monitoreo atmosférico (Tijerino,
2014).

Los contaminantes atmosféricos se han clasificado como contaminantes criterio y
contaminantes no criterio. Debido a que diversos componentes de la
contaminacion atmosférica han sido relacionados a toxicidad (Romieu et al.,
2008), los contaminantes criterio se han identificado como aquellos perjudiciales
para la salud de los seres humanos (Gauderman et al., 2004). Dichos
contaminantes criterio fueron objeto de evaluaciones en los Estados Unidos, a fin
de establecer niveles permisibles que no afectaran la salud, el medio ambiente y el
bienestar de la poblacién (INECC, 2014).

11



Los contaminantes criterio a nivel mundial son: monéxido de carbono (CO),
dioxido de nitrégeno (NO,), diéxido de azufre (SO,), ozono (Os), material
particulado (PM) y plomo (Pb) (INECC, 2014). En la Ciudad de México al igual que
en otras ciudades, ademas se han medido diversos compuestos organicos
volatiles (McKinley et al., 2005) y endotoxinas (Osornio—Vargas et al., 2003) que

permiten distinguir variaciones y/o patrones de contaminacion en su territorio.

Para especificar la concentracion, cada contaminante utiliza una unidad de
medida. La mas comun es la que expresa el nimero de partes por millon (ppm),
es decir la cantidad de moléculas de un contaminante encontrada en un milléon de
moléculas de aire. La segunda es el porcentaje por volumen, que es la cantidad de
volimenes por cada cien (%). La tercera es la masa de contaminante por volumen
de aire, expresada como microgramos por metro ctbico (ug/m®) (Molina y Molina,
2004).

En México, los resultados de las evaluaciones de los contaminantes criterio, son
comunicados a la poblacién mediante el indice Metropolitano de la Calidad del Aire
(IMECA). El célculo IMECA establece los valores criterio para cada contaminante a
partir de una base igual a 100 puntos (SIMAT, 2013; Molina y Molina, 2004). A
partir de éstas mediciones, se ha encontrado que la contaminacién en la capital
mexicana presentan un patrén de acumulacion durante la época seca—fria en los
meses de octubre a marzo y disminuye durante la época de lluvias de abril a
septiembre, como se muestra en el Anexo 1 (SIMAT, 2014).

De igual manera, ha sido muy util diferenciar los contaminantes en dos grandes

grupos, segun si fueron emitidos directamente a la atmdésfera por fuentes de

emision, o si se han formado en la atmosfera (INECC, 2014).
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Los contaminantes primarios son aquellos procedentes directamente de las
fuentes de emision, principalmente el plomo (Pb), mondxido de carbono (CO),
oxidos de azufre (SOx), 6xidos de nitrégeno (NOXx), hidrocarburos (HC) y material
particulado (PM). Los contaminantes secundarios son aquellos originados en el
aire por la interaccion entre dos o0 mas contaminantes primarios, 0 por sus
reacciones con los componentes naturales de la atmdsfera, por ejemplo, el ozono
(O3), peroxiacetil-nitrato (PAN), hidrocarburos (HC), sulfatos (SO,), nitratos (NOg)
y el acido sulfarico (H,SO,4) (INECC, 2014).

En la Ciudad de México, los contaminantes primarios (CO, NOx y PMj) presentan
acumulacion por las mafianas entre las 6:00 y 12:00 horas y los secundarios como
el O3 por las tardes entre las 12:00 y 18:00 horas. Ademas existe un efecto de
acumulacion durante los fines de semana (SIMAT, 2013; Jiang et al., 2008). Los
contaminantes de mayor importancia en la Ciudad de México son el Oz, PMyg y
PM_s, ya que rebasan continuamente los limites permisibles establecidos (SIMAT,
2014; Cronuse et al., 2009; Gémez—Peréles et al., 2003).

Debido al exceso de contaminacion en la Ciudad de México, se han llevado a cabo
diversos esfuerzos en la reduccion de emisiones atmosféricas, como fueron
inicialmente la regulacion de incendios en tiraderos de basura durante las décadas
de 1940 y 1950, la aprobacién de leyes de control de emisiones e implementacion
del sistema de transporte Troleblds durante las décadas de los afios sesenta a
ochenta (Molina y Molina, 2004) y posteriormente con programas como PICCA 'y
PROAIRE durante los noventas (McKinley et al., 2005).

Actualmente se han removido de circulacion miles de taxis, extendiendo el sistema
de transporte colectivo metro (McKinley et al., 2005) que tiene 12 lineas en
operacion, 195 estaciones y mas de 390 trenes, trasladando en promedio 1 608

millones de usuarios al afio (GODF, 2013). Ademas se abrié el Sistema de
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Transporte Colectivo Metrobus, que para el afio 2014 conté con cinco lineas
ahorrando la emision de 110 000 toneladas de CO; al afio.

Con el proposito de proteger a la poblacion, la Secretaria de Salud cuenta con
Normas Oficiales Mexicanas para establecer los niveles maximos permisibles de
emision de contaminantes como la NOM—085-SEMARNAT-2011. Sin embargo, es
importante reconocer que en el contexto de la evidencia cientifica, los valores de
las normas mexicanas no aseguran la proteccion de los grupos mas sensibles
(SIMAT, 2012).

Los costos y beneficios del abatimiento de la contaminaciéon han sido debatidos
(Brunekreef y Holgate, 2002). McKinley colaboradores (2005) afirman que en
México, una reduccion gradual de las emisiones entre el 2003 y 2020 tendrian un
costo anual para el gobierno de aproximadamente 121.7 millones de doélares. Sin
embargo, mencionan que dicha reduccién ahorraria 74.7 millones de dodlares

anuales en la poblacién, por concepto de combustible.

A continuacién se abordaran generalidades de cada contaminante y su situacion

en la Ciudad de México.

Monéxido de carbono (CO)

Es un gas inodoro, incoloro e insipido. Producto de una combustiéon incompleta, el
mondxido de carbono es emitido principalmente por los automoviles, otras fuentes
incluyen los incendios forestales, quema de biomasa de la agricultura, la industria
y la coccion de los alimentos (Clerbaux et al., 2008; Molina y Molina, 2004). El
tiempo de vida del CO se encuentra en un intervalo desde unas cuantas semanas
hasta algunos meses, dependiendo de su localizacion y de la estacion anual
(Clerbaux et al., 2008; Stephens et al., 2007).
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En la capital mexicana, la quema de biomasa contribuye con el 30% del mondéxido
de carbono total (Crounse et al, 2009) y el parque de taxis emite
aproximadamente un 10.7% del mismo (McKinley et al., 2005). Jiang
colaboradores (2005) estimaron que en la Ciudad de México, los vehiculos emiten
1 190 000 * 40 000 toneladas de CO al afo.

La norma oficial mexicana NOM—-021-SSA1-1993 establece un nivel maximo de
concentracion de CO de 11 ppm por espacio de 8 horas continuas. La OMS y EUA
recomiendan niveles no mayores 9 ppm para el mismo lapso de horas (Molina y
Molina, 2004). Afortunadamente, entre los afios 2002 y 2011 los niveles de éste
contaminante no superaron la norma oficial mexicana. En 2011 la concentracion
maxima registrada fue de 4.4 ppm en la estacion Xalostoc, Estado de México
(SIMAT, 2012).

El monoxido de carbono tiene una alta afinidad con la hemoglobina y reduce
considerablemente el oxigeno en la sangre, puede provocar dafio cardiovascular y
efectos neuronales adversos hasta la muerte (SIMAT, 2012; Molina y Molina, 2004;

Gbomez—Perales et al., 2003).

Oxidos de nitrégeno (NOX)

Existen varios 6xidos de nitrdgeno, comunmente conocidos como NOX. Los mas
abundantes son el 6xido nitrico (NO) que es un gas incoloro e inodoro y el biéxido
de nitrégeno (NO;) que es un gas café rojizo, con un olor penetrante (Molina y
Molina, 2004). En condiciones ambientales el NO es rapidamente transformado en
NO, por oxidantes atmosféricos como el ozono (Stephens et al., 2007; Brunekreef
y Holgate, 2002).

La principal fuente de emisiones de NOx es la quema de combustibles fosiles para

cocina, los vehiculos (Brunekreef y Holgate, 2002) y las plantas generadoras de
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energia (Molina y Molina, 2004). En la Ciudad de México, la combustion
automovilistica emite aproximadamente 120 000 = 3 000 toneladas de NOx por
afo, lo que representa un 80% de Oxidos nitrosos totales y Unicamente el servicio
de taxis emite un 10.2% de éste (McKinley et al., 2005; Brunekreef y Holgate,
2002).

La norma oficial mexicana establece un limite atmosférico para NO, de 0.21 ppm
por hora (Molina y Molina, 2004) lo que seria equivalente a 210 pg/m® segin
Brunekreef y Holgate (2002). EI NO, es corrosivo para metales y toxico para
humanos. Se sabe que puede agravar las enfermedades respiratorias crénicas y
los sintomas respiratorios en los grupos sensibles, causando dafio a las
membranas del tejido pulmonar, necrosis y apoptosis (Molina y Molina, 2004).
Brunekreef y Holgate (2002) analizaron la relacion entre los niveles de diéxido de

nitrégeno y la mortalidad, sin encontrar relacién directa.

Ozono (O3)

El ozono es un fuerte agente oxidante que se forma en la tropdsfera y requiere de
procesos fotoquimicos en los que intervienen la luz ultravioleta solar, los
compuestos organicos volatiles, exceso de hidrocarburos y 6xidos nitrosos en
relaciones de 1 a 5 (SIMAT, 2008; Molina y Molina, 2004; Brunekreef y Holgate,
2002; Calder6n—Garciduefias et al., 2001). Los principales factores que
determinan el ozono atmosférico son las emisiones antropogénicas y los incendios
(Crounse et al., 2009).

El ozono es de los principales responsables del problema de contaminacién en la
Ciudad de México (SIMAT, 2013). La época de mayor acumulacion es en
primavera de marzo a mayo (Crounse et al.,, 2009; Shirley et al., 2006), las
maximas concentraciones de sus precursores se encuentran en la zona Sur de la

ciudad y aumentan de Este a Oeste, principalmente en las delegaciones de
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Coyoacan, Tlalpan y Alvaro Obregon (SIMAT, 2012; SIMAT, 2010; Calderon—
Garciduefas et al., 2001).

En la Republica Mexicana la NOM-020-SSA1-2014 establece que el criterio
méaximo de ozono atmosférico es de 95 ppb en un maximo de una hora, o bien, 70
ppm en un méaximo de 8 horas y no debe ser rebasado una vez al afio. En la
Ciudad de México, ésta norma fue excedida 259 dias en 1986 y 330 dias en 1990
(Bell et al., 2006; Blake y Sherwood, 1997) por lo que se llevaron a cabo esfuerzos

para reducir sus emisiones.

Para comprender mejor la cantidad de emisiones de ozono de la Ciudad de
México, Blake y Sherwood (1997) mencionan que las emisiones de la capital
mexicana en 1990 representaban poco méas del doble que las emisiones de Los
Angeles, California, una de las ciudades mas contaminadas de Estados Unidos.

Afortunadamente, los niveles de ozono de la Ciudad de México se han reducido
mucho entre los afios 1990 a 2006 (SIMAT, 2010; SIMAT, 2007). Como ejemplo,
durante el afio 2011 el limite de emisién de ozono fue rebasado en un total de 449
horas, la cifra més baja en 25 afios anteriores (SIMAT, 2012).

El O3 dafa al tejido pulmonar, puede provocar tos, dolor de pecho, irritacion de los
ojos, dolores de cabeza, ataques de asma y envejecimiento celular acelerado
(Molina y Molina, 2004). Se ha encontrado que altas concentraciones de Oj;
incrementan la sintesis de anticuerpos principalmente IgE (Brunekreef y Holgate,
2002). Bell y colaboradores (2006) pronostican que para el afio 2020, tan sélo una
reduccion del 10% en los niveles de PM;o y O3 evitaria 3 300 muertes asociadas a

padecimientos pulmonares.
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Particulas Suspendidas Totales (PST)

El material particulado aéreo es una mezcla de materiales solidos, liquidos o su
combinacion suspendidos en el aire (SIMAT, 2012; Brunekreef y Holgate, 2002). Al
contrario de otros contaminantes, el material particulado es emitido por una gran
variedad de fuentes, en funcién de las cuales varian sus propiedades fisicas como
el tamafio, superficie especifica, densidad o niumero y su composiciébn quimica
(Zabalza et al., 2002).

Las particulas se forman por procesos naturales como la polinizacion de las
plantas e incendios forestales y por fuentes antropogénicas que abarcan, desde la
guema de combustibles hasta la fertilizacion de campos agricolas. Las particulas
pueden ser directamente emitidas de la fuente, como particulas primarias o
pueden formarse particulas secundarias, cuando reaccionan con algunos gases
en la atmosfera tales como los éxidos de nitrégeno, 6xidos de azufre, amoniaco,

compuestos organicos, entre otros (INECC, 2014).

En la década de 1950, el material particulado se media como particulas
suspendidas totales, por sus siglas PST (SIMAT, 2012; Molina y Molina, 2004), las
cuales son menores de 100 um de diametro aerodinamico. Dicho parametro de
PST se cambi6 hasta aproximadamente el afio 2000 ya que el material particulado
varia desde 0.005 hasta 100 micras de diametro aerodinamico, esto es, desde
unos cuantos atomos hasta el grosor de un cabello humano, aproximadamente
(INECC, 2014).

La atencion entonces, se centr6 en las particulas menores de 10 pym vy
posteriormente en las particulas finas y ultra finas, es decir aquellas entre 2.5y 1
UM, respectivamente. Asi, las llamadas PMjo se pueden dividir, por su diametro
aerodinamico, en las fracciones gruesa, fina y ultra fina, siendo la fraccion gruesa

aguella compuesta por particulas cuyo diametro aerodinamico se encuentra entre
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25 y 10 um, la fracciéon fina que incluye aquellas particulas con diametro
aerodindmico menor a 2.5 um y finalmente, la fraccion ultra fina que incluye a las

particulas menores de 1 um (INECC, 2014).

La Secretaria de Salud a través de la norma oficial mexicana NOM—025-SSA1-
2014 establecio que para el afio 2014, se debia retirar por completo dicho
parametro PST inhabilitando la Ultima norma del afio 1993 donde se establecia un

limite de exposicion de 210 ug/m® de PST en 24 horas.

En 1991 se reportd la concentracion maxima de 2 585 pg/m?® y durante 2011 las
concentraciones de PST tuvieron un valor méaximo de 325 pg/m? en la estacion de
Xalostoc, municipio de Ecatepec, Estado de México (SIMAT, 2012). En la capital
mexicana Borja—Aburto y colaboradores (1997) encontraron que, por cada
aumento de 100 ug/m?® de PST incrementa un 5.8% el riesgo de mortalidad.

Particulas menores a 10 um (PMyyg)

Las particulas menores a 10 ym (PMyg) son generadas por la agricultura, la
mineria y el trafico automovilistico (Molina y Molina, 2004). En México, los taxis
emiten 3.6% de PMj, (McKinley et al., 2005) y el sector de transporte emite
aproximadamente un 40% de PMj, total (O’Ryan y Larraguibel, 2000 mencionado
por Bell et al.,, 2006). Osornio—Vargas y colaboradores (2003) reportaron una
mayor presencia de endotoxinas en las PM;o del Sur con respecto a aquellas del
Norte de la capital mexicana.

La norma oficial mexicana NOM-025-SSA1-2014 establece un limite de
concentraciéon de 75 pg/m® en 24 horas, o bien, de 40 pg/m® promedio anual
(SIMAT, 2014). En el Valle de México las mayores concentraciones se encuentran
generalmente al Norte y al Este (DGGAA, 2006; Edgerton et al., 1998) en la

delegacién Gustavo A. Madero del Distrito Federal y los municipios de Coacalco y
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Ecatepec, Estado de México (SIMAT, 2012).

Bonner y colaboradores (1998) reportaron el promedio de PMy, de tres diferentes
zonas de la Ciudad de México durante 1991, encontrando un promedio de 121.6
ug/m® en el Norte,107.2 pyg/m® en el Centro y 75.7 ug/m® en el Sur de la capital.
Gracias a los esfuerzos gubernamentales dichos pardmetros se han reducido.
Entre 1997 y 2003 los niveles de PMyo promediaron 60.2 pg/m®. El estandar de
PMj fue excedido en 112 dias en 1995 y 5 dias en el 2002 (Bell et al., 2006).

Las PMyg tienen la capacidad de penetrar en el sistema respiratorio inferior. Se ha
encontrado que un incremento de 10 pg/m® de PMyo esta relacionado con un
aumento del 0.6% en mortalidad, un aumento del 1% en ingresos hospitalarios por
problemas respiratorios y 0.5% en problemas cardiovasculares (Brunekreef y
Holgate, 2002). Alfaro—Moreno y colaboradores (2002) cultivaron monocitos de
ratdn y los expusieron a diferentes dosis de PM de las zonas Norte, Centro y Sur
de la capital mexicana, encontrando que las primeras, provocaron mayor efecto

apoptotico en los cultivos celulares in vitro.

Particulas menores a 2.5 um (PM;s)

Las particulas menores a 2.5 ym son generadas por la combustion o estan
formadas como contaminantes secundarios por la condensacion de especies en
fase gaseosa (DGGAA, 2006; DGGAA, 2005; Molina y Molina, 2004). Después del
ozono, la fraccion de particulas PM;5 es el contaminante que tiene una mayor
contribucion al deterioro de la calidad del aire de la capital mexicana (SIMAT,
2012).

Se ha encontrado que aproximadamente un 50% de PM;y, lo constituye PM;s
(Echeverri-Londono, Maya—Vasco, 2008; Chow et al., 2002). Gomez—Perales y

colaboradores (2003) encontraron que en la Ciudad de México durante mayo de
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2002, la composicion quimica de PM,s se encontraba altamente constituida por
carbono orgénico (37%) y carbono elemental (11%) entre otros. Osornio—Vargas y
colaboradores (2003) reportaron endotoxinas en la composicién de PM, s del Norte

y Sur de la Ciudad de México.

La norma oficial mexicana NOM-025-SSA1-2014 establece un limite de
exposicion aguda de 45 ug/m® de PM, s en 24 horas, o bien, de 12 pug/m?® promedio
anual (Diaz y Dominguez, 2009). Jiang y colaboradores (2005) estimaron que en
la Ciudad de México los vehiculos emiten 4 400 + 400 toneladas de PM,s anual
aproximadamente, lo que representa un 80% de las emisiones totales (McKinley et
al., 2005).

Las PM, s pueden alcanzar la region de intercambio gaseoso pulmonar a nivel de
los bronquiolos y los alvéolos (Molina y Molina, 2004; Brunekreef y Holgate, 2002).
Se conoce que las PM; 5 tienen un impacto mas deletreo que PMyo sobre la salud
humana (Diaz y Dominguez, 2009) por esta razén, un incremento de 10 ug/m® de
PM, s se asocia a un aumento del 1.4% en riesgo de muerte, principalmente en
personas de tercera edad (Borja—Aburto et al., 1998). Estas particulas también son

responsables de la reduccion de la visibilidad (Molina y Molina, 2004).

Diéxido de azufre (SO,)

El dioxido de azufre (SO;) es un gas incoloro, irritante, no inflamable, soluble en
agua. Este gas se produce principalmente por la combustion de carbén, gasolina
rica en azufre y diésel (SIMAT, 2012; Molina y Molina, 2004). En la Ciudad de
México, la combustién automovilistica emite 30% de SO, y los taxis emiten 11.5%
de SO, (McKinley et al., 2005).

Hasta el afio 2014, la norma mexicana NOM-023-SSA1-1993 considerd como un

nivel maximo de SO, 0.021 ppm en una hora, una vez al afio. En la capital
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mexicana no se registro un exceso del limite permisible entre el 2007 y 2011, la
concentracion maxima en el 2011 fue de 0.200 ppm en la estacion FES Acatlan,
municipio de Naucalpan, Estado de México (SIMAT, 2012).

Una exposicion aguda a este contaminante puede ocasionar dificultad para
respirar e irritacion severa de las vias respiratorias. La exposicion cronica puede
vulnerar el sistema inmunologico, ocasionar enfermedades respiratorias como la
bronquitis, agravar enfermedades cardiovasculares y muerte celular en el tejido
pulmonar (SIMAT, 2012; Molina y Molina, 2004).

2.2 Efectos de la contaminacion atmosférica

Numerosos estudios han evaluado la relacién entre la contaminacion atmosférica y
la salud (Bell et al., 2006; Cislaghi y Nimis, 1997) ya que la exposicién a los
toxicos atmosféricos tiene un impacto negativo en los seres vivos (Villalobos—
Pietrini et al., 2011; Rattner, 2009).

En Bélgica (1930) y posteriormente en Inglaterra (1952), un intenso frio genero
una inversion térmica, aumentando el uso indiscriminado de carbén para
calefaccién. En ambos casos, la contaminacién atmosférica provoco la muerte de
miles de personas (Molina y Molina, 2004; Brunekreef y Holgate, 2002; Mayor of
London, 2002).

En la Ciudad de México la contaminacién ha sido asociada a procesos
inflamatorios en epitelio nasal (Calderon—Garcidueiias et al., 1992), cambios
celulares en tejido pulmonar (Churg et al., 2003), efectos apoptéticos en cultivos
celulares in vitro (Osornio—Vargas et al., 2003; Alfaro—Moreno et al., 2002),
incrementos en concentraciones de fibrinbgeno (Brunekreef y Holgate, 2002),

casos de asma (Rosas et al., 1998) y cambios en el ritmo cardiaco (Holguin et al.,
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2003).

2.2.1 Efectos genotoxicos de la contaminacion atmosférica en poblaciones

humanas

Se ha observado que la contaminacion atmosférica provoca dafio genotoxico
detectable mediante micronucleos (Rossnerova et al., 2009; Zhong et al., 1995)
entre 3 y hasta 60 dias post exposicidbn (Rossnerova et al., 2009) y que dicha
asociacion es particularmente fuerte en sitios con emisiones de combustién
masivas (Soares et al., 2003; Crebelli et al., 1999).

En Praga, Republica Checa, Rossnerova y colaboradores (2009) estudiaron una
poblacién de policias de 34 afios de edad promedio, fumadores y no fumadores.
Encontraron una asociacion entre la frecuencia de micronucleos y la exposicion a
hidrocarburos aromaticos policiclicos y O-xileno, sin encontrar diferencias

significativas entre fumadores y no fumadores.

En Brasil, Coronasa y colaboradores (2009) evaluaron los niveles de micronucleos
en linfocitos de sangre periférica de residentes cercanos a una refineria de
petréleo y un grupo testigo. Encontraron altos indices de micronucleos asociados

principalmente a los niveles de PM; de la zona cercana a la refineria.

En Colombia, Carranza—L6pez (2011) analiz6 la contaminacion atmosférica y la
presencia de micronucleos en sangre periférica de dos grupos, uno de moto

taxistas y uno de oficinistas, sin encontrar diferencias significativas entre ellos.

En la Ciudad de México, Roubiceka y colaboradores (2007) analizaron cultivos de
células alveolares epiteliales, expuestas a diferentes dosis de PM;o de dos zonas

de la capital. Determinaron que las particulas de la zona industrial, al Norte,
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provocaron mayor numero de micronucleos que aquellas de la zona residencial, al
Sur.

2.2.2 Efectos genotoxicos de la contaminacion atmosférica en modelos animales

En Bulgaria, Mitkovska y colaboradores (2012) estudiaron las proporciones de
micronucleos de Apodemus flavicollis, Microtus arvalis y Mus macedonicus en dos
sitios, en la Ciudad de Asenovgrad, con altas concentraciones de Cd, SO,y NO, y
el Parque Nacional Strandzha como sitio control. Unicamente la especie A.
flavicollis presenté diferencias estadisticamente significativas entre la zona

contaminada vy el sitio control.

En Roma, Italia, leradi y colaboradores (1996) investigaron las proporciones de
micronucleos en tres diferentes habitat de Mus domesticus con diferente gradiente
de flujo automovilistico. Encontraron mayor presencia de micronucleos en los

animales colectados en el sitio con gran flujo automovilistico.

En Espafa,Leradi y colaboradores (1998) estudiaron las proporciones de
micronucleos en tres poblaciones de Mus spretus, en Huelva una ciudad con
industria petroquimica y en dos areas naturales protegidas. Encontraron altos

indices de micronucleos en la ciudad y una de las dos zonas protegidas.

En Ohio, EUA, Meier y colaboradores (1999) detectaron los micronucleos de
Peromyscus leucopus y de Cryoptis parva encontrando que el primero presenta un
mayor nimero de micronucleos, por lo que funciona como un mejor modelo de

analisis genotdxico en vida libre.
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2.3 La prueba de micronucleos en sangre periférica como indicador de
genotoxicidad

Los micronucleos, anteriormente conocidos como cuerpos de Howell-Jolly,
aparecen en poblaciones celulares como evidencia de rupturas cromosémicas por
agentes clastogeénicos, o bien, por la pérdida de cromosomas completos (Schlegel
et al., 1986), causados por la accién de agentes aneugénicos que dafian el huso
mitético (Jorge, 2008). Los micronucleos son remanentes cromosémicos que se

separan del nucleo celular (Zahiga—Gonzélez et al., 2000).

Entre las células mas usadas para el ensayo de micronucleos se encuentran los
linfocitos y los reticulocitos aislados de médula, bazo y sangre periférica (Crebelli
et al., 1999; Tometsko et al., 1993; Smith et al., 1990). Los eritrocitos de sangre
periférica han sido aceptados como un modelo muy util para el andlisis de
micronucleos para dafio agudo y acumulado (Dertinger et al., 2011; Kissling et al.,
2007). Se usan tinciones de Naranja de acridina o tincién de Wright para analisis
microscopico (Salazar et al., 2013; Zalacain et al., 2005) o bien, pueden ser

detectados por citometria de flujo (Grawe et al., 2002; Cervantes, 2006).

Ademas de los agentes genotéxicos, existen factores capaces de influir o
modificar el nimero de microndcleos presentes en un individuo, como la edad, el
género, los tratamientos médicos (Zalacain et al., 2005), la carga parasitaria por
ejemplo de Taenia solium (Salazar et al., 2013) o la variacién en la eficiencia de
remocion celular por especie (Zufiga—Gonzalez et al., 2000). Es conocido que los
organismos con proporciones de micronucleos cercanos a cero tienen una alta
eficiencia en remocion celular, y aunque sean expuestos a agentes genotoxicos,
dicha proporcion no se incrementa. En cambio, los organismos con menor
eficiencia de remocién celular, presentan mayores proporciones de eritrocitos

micronucleados (Zuhiga—Gonzalez et al., 2000).
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Por su baja eficiencia de remocion celular, el analisis de micronucleos ha sido
utilizado en roedores desde 1978 para investigar el dafio genético inducido por la
contaminacion ambiental (Mitkovska et al., 2012; Ben—-Sholomo y Shanas, 2011;
Bickham et al., 2000). Es conocido que el ADN de mamifero es sensible a agentes
quimicos en el medio ambiente. Esta sensibilidad es preocupante, ya que los
productos quimicos pueden causar mutaciones o dafios en los cromosomas, lo
que podria dar lugar a defectos congénitos y varios tipos de cancer (Tometsko et
al., 1993).

La técnica de andlisis de micronucleos se ha adecuado para utilizarse en peces
(Kurmar et al., 2013; Selvi et al., 2011; Porto et al., 2005; Palhares y Koppe, 2002),
diversos mamiferos como el hamster (Salazar et al., 2013) y hasta plantas
(Fuzinatto et al., 2013; Dutra et al., 2013; Sisenando et al., 2011; Buschini et al.,
2004; Rodrigues et al., 1997), y en células in vivo (Kato et al., 2011; Hayashi et al.,
2007) e in vitro (Fenech, 2000; Kirsch—Volders et al., 2000) cada una con sus

debidas variantes.

Witt y colaboradores (2008) compararon las frecuencias de micronucleos en
reticulocitos de roedores tratados con agentes genotoxicos mediante microscopia
y citometria de flujo. El estudio menciona que no se observaron diferencias
respecto al numero de células identificadas. Sin embargo la citometria de flujo fue

evidentemente mas rapida que el método de microscopia.

La deteccion de microndcleos por citometria de flujo en roedores se basa en la
separacion especifica de eritrocitos y reticulocitos, mediante la union superficial de

anticuerpo policlonal CD71 en la superficie de estos ultimos (Camerer et al., 2007).

Adicionalmente se usa RNAsa y yoduro de propidio, el cual es un fluorocromo o
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agente de fluorescencia e intercalacion de ADN. El citometro de flujo, puede
cuantificar el numero, tamafio y fluorescencia de la células con y sin microndcleos
para su analisis (Fiedler et al., 2010; Witt et al., 2008; Cervantes, 2006).

En Guadalajara, México, se analizaron las proporciones de micronucleos en los
animales del zoolégico de la ciudad. Se encontr6 que para los roedores
endémicos de México, la ardilla gris (S. aureogaster) presentd mayor proporcion
de reticulocitos micronucleados con respecto a las ardillas Spermophilus
mexicanus, S. annulatus, S. variegatus y perritos de la pradera (Coendou
mexicanus) (Zufhiga—Gonzalez et al., 2000). En este contexto, la ardilla gris, al ser
un roedor inmerso en la Ciudad de México, es un buen modelo de estudio

ecotoxicolégico que abordaremos a continuacion.

2.4 La ardilla gris como modelo de estudio ecotoxicoldgico

Taxonomia. La ardilla gris fue registrada por el zodlogo francés Frederic Cuvier en
1829. Es un esciuromorfo, cubierto por un pelaje gris a veces negro, en el dorso y
de blanco a rojizo en el abdomen que presenta orejas y 0jos pequefios. Su
longitud corporal promedio es de 238 + 9.48 mm y el peso es de 466 + 32.5 gr
(Martinez, 2013). En el Anexo 2 se observa la taxonomia de ardilla gris (S.

aureogaster).

S. aureogaster puede confundirse con S. oculatus y S. deppei por ser especies
simpétricas, sin embargo, S. deppei tiene un tamafio significativamente mas
pequefio con respecto a las dos primeras. Aunque S. aureogaster y S. oculatus
tienen una talla parecida, ésta ultima se distingue por tener un cuerpo mas robusto
y no presentar el tercer premolar (p3) (Best, 1995), mientras que la formula
dentaria de S. aureogaster es i 1/1, ¢ 0/0, p1/1, m3/3, en total 20.
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Kelson (1952) estudio las subespecies de S. aureogaster en diferentes zonas de
México relacionando patrones de color y sitios de colecta de 256 especimenes
colectados entre los afios 1829 y 1899. Refiri6 que existian dos subespecies (S. a.
aureogaster y S. a. frumentor) y que no existia un patrén de color asociado al sitio
de captura por lo cual, la presencia de individuos negros no era taxonomicamente
relevante. Actualmente se considera que S. aureogaster tiene nueve subespecies

gue se mencionan en el Anexo 2.

Figura 1. Ardilla gris (S. aureogaster)
(IUCN, 2014)

La ardilla gris ha formado parte sustancial de los mitos de los pueblos en México.
En la época precolombina, se conocié a las ardillas grandes como techalotl y a las
pequefias como mototli que fueron divinizadas (Valdés, 2003), también se les
relacion6 con los tlaloques, ayudantes de Tlaloc, dios de la lluvia y con los
tlamacazques, entes que eran invocados para proteger a los cultivos de los
intrusos. (MHNM, 2013). Hoy dia muchos pueblos de México tienen contacto con
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la ardilla gris, incluyéndola en diversos cuentos, pinturas esculturas y canciones,
nombrandola de muy distintas maneras. En el Anexo 3 se presenta un listado del
término ardilla en diferentes idiomas y en lenguas autéctonas en México

(Hernandez—Barboza J.%).

Ecologia. La ardilla gris representa un papel ecolégico destacado en las
comunidades silvestres. Habita principalmente en los bosques de pino - encino
(Pinus — Quercus). Ramos—Lara y Cervantes (2011) determinaron que los encinos
son sus principales sitios de anidacion, Q. candicans durante la época humeda y
Q. laurina durante la época seca. En Patzcuaro Michoacan, la mayoria de nidos
los construyen entre los meses de abril a junio, los elaboran cerca del tallo
principal, eligiendo aquellos arboles de mayor grosor y tamafo, sin usar huecos

para dicho proposito (Ramos—Lara y Cervantes, 2007).

Este roedor consume una gran diversidad de semillas que son transportadas hasta
donde las almacenan, posteriormente las consumen (Valdés, 2003). Romero—
Balderas y colaboradores (2006) determinaron que consume grandes cantidades
de maiz en cultivos adyacentes a la selva provocando importantes pérdidas
econOmicas a los agricultores en la Selva Lacandona, Chiapas. A su vez, ésta
ardilla sirve como alimento para distintos carnivoros y aves de presa. Aranda y
colaboradores (2002) reportaron que S. aureogaster es una de las principales
presas en la alimentacion del gato montés (Lynx rufus) de la sierra del Ajusco, al

Sur de la cuenca del Valle de México.

Por su alimentacion, la ardilla gris puede alterar las tasas de reproduccion de
algunos arboles. Steele y colaboradores (2001) publicaron que en Pensilvania

EUA, la ardilla gris consume primordialmente semillas de Roble rojo (Quercus

1 Hernandez—Barboza, Juan. Elaborado en enero de 2014. Texcoco, Edo. de México.
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rubra), sobre semillas de Roble blanco (Quercus alba) por lo que, éste ultimo se
ha visto favorecido aumentando su tasa de supervivencia. Xianfeng vy
colaboradores (2012) encontraron que semillas de la familia Quercus de
Norteamérica y Asia han modificado sus patrones de desarrollo de plumula,
germinacion y disposicion de lignina en relacion al efecto predatorio de S.

carolinensis, S. aureogaster y S. niger.

En México, Herndndez—L6pez (comunicacion personal), determind en 1980 que la
alimentacion de la ardilla gris tiene un efecto predatorio en Pinus ayacahuite
variedad veitchee generando poca propagacion de éste pino en el Pargue
Nacional Lagunas de Zempoala, municipio de Huitzilac, Morelos?. Pacheco (2011)
determind el mismo efecto en coniferas de Pinus patula en Santiago Comaltepec,
Oaxaca. Encontr6 que los meses de mayor consumo fueron entre mayo y agosto
asociado a la suavidad, alto contenido de energia y valor nutricional de los conos

en ésta temporada.

De la Cruz (2003) detectd los problemas que ocasiona S. aureogaster en
plantaciones de coco en el municipio de Paraiso, Tabasco. Mayle y colaboradores
(2007) describieron las marcas de consumo alimenticio de éste roedor en
coniferas y granos de maiz. Por su parte, Schulte-Hostedde y colaboradores
(2001) analizaron la condicion corporal de ardillas respecto al tipo de semilla que

mayormente consumian.

En el 2002, la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT)
a través de la Norma Oficial Mexicana NOM—-059—-ECOL-2001, no incluyo a S.

2 Hernandez-Lo6pez, Mario. Comunicacion personal el dia 15 de Noviembre de 2013 en Texcoco,
Estado de México. Entrevista sobre su experiencia en el montaje de un vivero con Pinus
ayacahuite var. veitchee en el Parque Nacional Lagunas de Zempoala, Municipio de Huitzilac,
Morelos entre los afios 1984-1990.
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aureogaster en el listado de riesgo o peligro de extincidén, por lo que es una
especie sin proteccién ecoldgica dentro del territorio mexicano. Por su parte, la
IUCN (2014) la considera en su lista roja de especies en peligro de extincion,
contraponiendo la categoria de la norma mexicana. Por ésta razén, es necesario
hacer un estudio ecoldgico especializado para homologar en qué categoria de

riesgo integrar a S. aureogaster.

Distribucién. La ardilla gris es una especie endémica de México y Suroeste de
Guatemala (Thorington y Hoffmann, 2005) sin embargo se ha extendido como
especie invasora en Estados Unidos y Europa. Abarca desde las costas del Golfo
de México hasta el Océano Pacifico, en los estados de Tamaulipas a Tabasco y de
Colima a Chiapas, habitando desde zonas tropicales hasta lugares frios en las
serranias (Ceballos y Arroyo—Cabrales, 2012; Ramos—Lara y Cervantes, 2011). En

el Anexo 4 se muestra la distribucién de la ardilla gris (S. aureogaster) en México.

Se han publicado diversos trabajos sobre la distribucion de la ardilla gris en
México. Ya en 1952 fue ampliamente reportada su presencia en los estados de
Veracruz, Tamaulipas, San Luis Potosi, Chiapas y Oaxaca por Kelson (1952)
mediante la captura de 256 especimenes. Mandujano (1997) determind la
presencia de éste roedor mediante recorridos diurnos en la reserva de Chamela,

Jalisco.

Sanchez—Cordero y Martinez—Meyer (2000) encontraron presencia de S.
aureogaster en Veracruz mediante el andlisis de especimenes de diferentes
museos. Falcon—Ordaz y Lamothe—Argumedo (2006) reportaron su presencia en
Tlalnepantla, Morelos. También Monroy-Vilchis y colaboradores (2011) reportaron
su presencia mediante foto trampeo en la Sierra de Nanchititla, Edo. de México.
Lira—Torres y Briones—Salas (2012) determinaron su presencia mediante el mismo

método en la region de Los Chimalapas, Oaxaca. En el Anexo 5 se presentan
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registros de S. aureogaster en México entre 1952 y 2013.

En el Valle de México, la ardilla gris se ha extendido ampliamente en parques y
bosques de la urbe. En un meta andlisis de colecciones cientificas de 1943-2009,
Hortelano—Moncada y colaboradores (2009) encontraron que el primer ejemplar de
S. aureogaster nigrescens de la Reserva Ecoldgica de San Angel corresponde al
afio 1999, por lo que probablemente es de reciente introduccion. En el Anexo 6 se

presentan las poblaciones de S. aureogaster del Valle de México.

Lima (2005) y Santiago (2003) reportaron presencia de S. aureogaster en el
Bosque de Chapultepec, y éste ultimo encontrd patrones de anidacién asociados a
la composicion del habitat. Mora—Ascencio y colaboradores (2010) estimaron la
densidad de dicho roedor en Viveros de Coyoacan (5.9 a 6.5 individuos/Ha).
Martinez (2013) reportd su presencia en 16 parques y areas verdes de la Ciudad
de México con sus respectivos calculos de densidad por hectarea. También
existen poblaciones en el Bosque de Aragon y Parque 18 de Marzo en el Distrito
Federal y en los parques municipales de Texcoco y Papalotla, Estado de México

(Hernandez—Barboza®).

La condiciébn de S. aureogaster como especie endémica se convirtid a especie
invasora al trasladarse en embarcaciones como mascota e introducirse en Gran
Bretafia, Escocia e Italia entre los afios 1876 y 1920. Particularmente, fue
introducida en la ciudad de Aberdeen en 1970 y desde ahi comenz6 a expandirse

a toda Escocia a por corredores cercanos a rios (Tonkin y Mackenzie, 2009).

En Italia, la ardilla gris fue introducida como parte de los festejos de remodelacion

3 Hernandez—Barboza, Juan. Parques visitados con poblaciones de S. aureogaster sin reporte
bibliografico de las mismas. Enero de 2013.

32



del parque municipal de Trento aproximadamente por 1920. En 1938 dos ardillas
fueron introducidas intencionalmente al National Park of Bizcayno, Florida,
Estados Unidos donde se establecieron y generalizaron para 1960 (Pernas y
Clark, 2011).

En estos paises la ardilla gris estd provocando graves problemas ecoldgicos por
ser una especie exotica. Descorteza arboles, consume altas cantidades y
variedades de semillas y se encuentra desplazando a la ardilla roja (S. vulgaris)

especie alopatrica, endémica de Europa.

Ademas S. aureogaster es portador sano de un paramixovirus o “virus de las
ardillas” que desencadena una viruela mortal en S. vulgaris (WCMC, 2010; Tonkin
y Mackenzie, 2009; Mayle et al., 2007; Bradley y Altizer, 2006). Interesados por
esto, Tompkins (2003) y Rushton (2000) han realizado modelos que describen la
pérdida de poblaciones de ardilla roja en competencia con S. aureogaster

portadora de dicho virus.

La pérdida de poblaciones de ardilla roja alert6 a la Unidbn Europea quien ha
elaborado iniciativas de control y erradicacion de la ardilla gris a través de
campafias permanentes de captura y sacrificio, publicando folletos y anuncios
televisivos para la poblacibn en general. Para mayo de 2010 el Programa
Ambiental de las Naciones Unidas (ONU) a través del Centro de Control y
Monitoreo Mundial (WCMC por sus siglas en inglés), publicé un tratado europeo,

gue dictamina las maniobras a seguir respecto a esta especie.

En el Reino Unido entre el 2009 y 2011 se reportaron 2 439 capturas como parte
de los esfuerzos realizados segun Tonkin y Mackenzie (2009). La WCMC (2010)
reporté que en ltalia existian entre 2 500 y 6 400 individuos y que para el 2039

estara ampliamente distribuida en los bosques franceses. En Estados Unidos, tan
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sblo entre septiembre de 2007 y febrero de 2010, el National Park of Bizcayno
gasto poco mas de $ 70 000 dolares como parte de los esfuerzos de erradicacion
de S. aureogaster (Pernas y Clark, 2011).

2.5 Justificacion

La contaminacion atmosférica desencadena patrones de alteracion del ADN
nuclear, por lo cual es esencial conocer la proporcién de dafios que desencadena
la misma. La ardilla gris (S. aureogaster) es un buen modelo de estudio eco
toxicolégico por su comportamiento y distribucion en la Ciudad de México con la
que, es posible determinar las proporciones de micronucleos, dado que representa
un buen indicador de dafio genotéxico. Su estimacion en ardillas de la misma
especie, de diferentes partes de la Ciudad de México podra ser analizada por
citometria de flujo, por lo cual, sera posible conocer la frecuencia asociada a la

contaminacion atmosférica de la Ciudad de México.
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3. HIPOTESIS

La contaminacion atmosférica provoca alteraciones a nivel citogenético en la
ardilla gris (S. aureogaster) de la Ciudad de México. Las ardillas expuestas a altas
concentraciones de contaminacion atmosférica presentan mayores proporciones
de microndcleos en reticulocitos que aquellas sometidas a bajos niveles de

contaminacion.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la relacion entre los niveles de contaminacién atmosférica de la Ciudad de
México y la incidencia de micronucleos en reticulocitos de sangre periférica de
ardilla gris (S. aureogaster).

Obijetivos especificos

Evaluar si los parametros morfométricos de la especie afectan la aparicion de
microndcleos en reticulocitos de sangre periférica de la ardilla gris (S.

aureogaster).

Detectar si existen zonas de la Ciudad de México donde las ardillas presenten

mayor proporcién de micronucleos en relacion a los niveles de contaminacion.

Evaluar los contaminantes que contribuyen a la aparicion de microndcleos en

reticulocitos de sangre periférica de la ardilla gris (S. aureogaster).
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5. MATERIAL Y METODOS

El estudio se realiz6 en cuatro parques de la Ciudad de México, que fueron
Bosque de Aragén, el Bosque de Chapultepec, Parque 18 de Marzo y Viveros de
Coyoacan. Para obtener los datos de contaminacion atmosférica, se calcul6 la
distancia en kildmetros de los cuatros parques mencionados a las estaciones de

monitoreo atmosférico del SIMAT, eligiendo las mas cercanas.

Los nombres de los parques se redujeron a una clave de tres letras en minuscula,
y las estaciones a una clave de tres letras en mayusculas. La eleccion de lugares
y estaciones quedd de la siguiente forma: 1) Bosque de Aragon “bar” con la
estacion Merced “MER”, 2) Bosque de Chapultepec “bch” con la estacion
Camarones “CAM”, 3) Parque 18 de Marzo “pdm” con la estacion de la Facultad
de Estudios Superiores de Acatlan “FAC” y 4) Viveros de Coyoacan “vco” con la

estacion Coyoacan “COY”, como se observa en la figura 2.

= Estacion r Parque

Figura 2. Estaciones de monitoreo atmosférico y poblaciones

de ardillas del Valle de México.
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Los contaminantes analizados fueron CO, NO, NO,, NOx, Oz, PM1g, PM25 y SO..
Para obtener sus concentraciones no fue necesario ningin permiso pues estan
disponibles al publico en general ingresando en la pagina electronica de la
Direccion de Monitoreo Atmosférico del Distrito Federal

http://www.aire.df.gob.mx/default.php. El promedio de cada contaminante, se

obtuvo de los niveles atmosféricos de 64 dias anteriores a la fecha de muestreo.

Se realizaron en total 80 capturas, 20 por parque, hechas en cinco visitas, cuatro
capturas por visita, entre los meses de marzo a mayo de 2013. Para la captura se
usaron 5 trampas tipo tomahawk No. 201 de 41 x 13 x 13 cm respectivamente, con
un cebo de crema de cacahuate y avena. El horario fue a partir de las 7:30 hasta
12:00 horas segun lo reportado por varios autores (Koprowski y Corse, 2005;
Bordignon y Monteiro—Filho, 1997; Brown, 1984).

Las trampas fueron colocadas y retiradas el mismo dia de captura. El disefio de
trampeo estuvo sujeto en cada caso a la densidad poblacional intra parque, a fin
de recolectar el nimero de muestras mencionado. El permiso de captura lo emitié
la Direccion General de Vida Silvestre para colecta cientifica por linea de
investigacion No. FAUT-0250 a nombre del Dr. Gerardo Suzan Azpiri.

En las hojas de registro se anot6 el nUmero de visita, la clave del parque, fecha y
horario de captura. Para cada ardilla se anoté hora de captura, color de capa,
sexo, se tomo peso, longitud de cuerpo, longitud de cola, longitud de tibia, se

colocé un arete de identificacion y se tomo6 una muestra sanguinea.

Para tomar la muestra sanguinea se utiliz6 un tubo capilar con heparina con la
técnica de extraccion retrorbital para roedores. Se tomé 1 ml de sangre y se
guardo en un tubo eppendorf de 1.5 ml de capacidad con EDTA, el cual se agitd

ligeramente a fin de integrar adecuadamente el anticoagulante con la sangre,
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colocandolo en wuna gradilla para su refrigeracion a 4°C y su posterior

conservacion en laboratorio.

La deteccion de microndcleos en reticulocitos de sangre periférica mediante
citometria de flujo, se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Celular y Citometria de
Flujo de la Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, a cargo de la
Dra. Alda Rocio Ortiz Mufiiz y con asesoria de la Dra. Edith Cortés Barberena. A
continuacion se describe la técnica de citometria de flujo para una sola muestra de

sangre periférica.

Paso 1. Se tomo una alicuota de 100 yl de sangre periférica de ardilla gris y se
diluyeron con 200 ul de solucion BBS (a pH 7.5, a temperatura ambiente) -y se le
denomind “primera dilucion” —. Paso 2. De la primera dilucion se tomé una alicuota
de 100 ul que fue diluida en 2 ml de etanol absoluto (a 0°C), se agité en vortex y
se congelé a menos 70°C durante un minimo de 24 horas -y se le denomind

“segunda dilucién” —.

Paso 3. Se descongelé la segunda dilucién y se tomé una alicuota de 1 ml, la cual
se diluyé en 7 ml de solucion BBS (a pH 7.5, a 4°C), se agit6 en vortex y se
centrifug6 a 600 g por 5 min a 4°C -y se le nombré “tubo sedimentado” —. Paso 4.
Se eliminé por decantacién casi el total del liquido sobrenadante del tubo
sedimentado, con cuidado de conservar aproximadamente 100 pl del liquido y las
células sedimentadas del fondo. La células sedimentadas se suspendieron

nuevamente por pipeteo —y se le nombro “muestra celular” —.

Paso 5. Se utilizaron dos tubos de citometria de flujo, el tubo “A” y “B”. En el tubo
“A” se colocaron 500 ul de solucion PBS, 80 pl de RNAsa y 40 ul de muestra
celular, los cuales se mezclaron por pipeteo y se dejaron reposar durante 30

minutos en completa oscuridad, a temperatura ambiente. Transcurrido el reposo,
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se refrigerd el tubo a 4°C durante 90 minutos. Una vez hecha la refrigeracion, se
agregaron al tubo 2 pl de yoduro de propidio e inmediatamente se realizé el

analisis de citometria de flujo.

Nota 1: Toda la metodologia del tubo “A” del Paso 5 se repitio en el tubo “B”
excepto que, al inicio de la dilucién, ademas del uso de PBS, RNAsa y muestra
celular, se agregaron 5 ul de anticuerpo CD71 anti rata. Esto se debio a que, el
andlisis de citometria de flujo requiere de una base comparativa de fluorescencia.
Es decir, con la omision del anticuerpo CD71 en el tubo “A” se obtuvo una
fluorescencia per se de la muestra celular, la cual fue usada como base del

analisis de micronucleos.

Con el uso del anticuerpo CD71 en el tubo “B” se obtuvo una fluorescencia mayor
que la del tubo “A”. La diferencia de fluorescencias del tubo “A” y “B”, sirvid para
determinar un umbral desde el cual se pudiese distinguir aquellas células con
microndcleos y sin microndcleos. Nota 2: el uso del yoduro de propidio es de
extremo cuidado, por tanto, es necesario usar siempre guantes, bata y cubre

bocas.

Las caracteristicas del citbmetro de flujo y su calibracion fueron las siguientes.
Citobmetro de flujo modelo FACSCalibur, marca Becton Dickinson, equipado con un
laser de argon, calibrado a 488 nandmetros de excitacion. El citobmetro fue
programado para realizar un conteo maximo de 500 000 eventos celulares por

muestra sanguinea.
Para la adquisicion y analisis de los eventos celulares, se empleo el programa de

Cyflogic v1.2.1. El programa graficé los datos de tamafio celular con el parAmetro

dispersion frontal o “Forward Scatter” (FSC) donde analiz6 la luz desviada a bajos
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angulos entre 1 y 10 grados. Dicha desviacion de luz fue proporcional al tamafio
celular. Se graficé la complejidad de la estructura celular o granularidad relativa
con el parametro de dispersion lateral o “Side Scatter” (SSC) analizando la luz

dispersada a 90 grados con respecto a al laser.

Para entender la fluorescencia, hay que mencionar que un fluorocromo es una
molécula quimica que absorbe la luz a una determinada longitud de onda y emite
a una longitud superior. El fluorocromo usado fue yoduro de propidio que
interacciond con la luz de excitacién procedente del laser ajustado a 488 nm.
Ademas, se utilizé el anticuerpo policlonal CD71 anti rata, el cual se uni6 a
secuencias no especificas de ADN. La cantidad de fluorescencia con la cual se
tind cada célula fue proporcional a la cantidad de sitios de unién o de ADN y se

grafico con los parametros FL1y FL2.

Con el programa Cyflogic v1.2.1 se graficé los parametros FSC y SSC. Se
detectaron y eliminaron las regiones de agregados y detritus celulares, dejando la
regiéon celular de 5 a 10 um de diametro en la que se encuentran los eritrocitos
(EM) y reticulocitos (RET).

Los datos celulares restantes, fueron graficados con FL1 y FL2 como se
ejemplifica en la Figura 3, la cual se asemeja al tipo de fluorescencia que arrojé la
muestra celular del tubo “A”. A partir de ésta muestra se logr6 identificar la
fluorescencia celular per se y se definié los umbrales de tamafio y fluorescencia

base.
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RET: reticulocitos, EM: eritrocitos, MNC: células micronucleadas

Figura 3. Regiones de analisis celular.

Una vez hecho lo anterior, se corrieron los datos celulares del tubo “B” donde se
uso el anticuerpo CD71 anti rata. La gréfica resultante (Figura 4) presentd6 mayor
fluorescencia gracias al uso del anticuerpo CD71. En los cuadrantes superiores se
identificaron los reticulocitos (RET), en los inferiores los eritrocitos maduros (EM),
a la izquierda se encontraron las células sin micronucleos, mientras que a la

derecha aquellas micronucleadas (MNC).
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RET: reticulocitos, EM: eritrocitos, MNC: células micronucleadas

Figura 4. Zonas celulares del analisis de micronucleos.

Analisis estadistico. Como el niamero de micronucleos es influenciado por el
namero de reticulocitos contabilizados, fue necesario hacer una estandarizacion.
Por ésta razdn, se reportd la Citotoxicidad sumando el nimero de Eritrocitos
policrométicos (EPC) y el numero de Eritrocitos Normocromaticos (ENC) vy
determinando el porcentaje de EPC. Para evaluar Genotoxicidad se reportd el
namero de Eritrocitos Normocromaticos Micronucleados (ENCMN) mas el nimero
de Eritrocitos Policrométicos Micronucleados (EPCMN) en 1000 eritrocitos (ENC +
EPC).

Los datos morfométricos y celulares de cada ardilla, se parearon con los
respectivos promedios atmosféricos de cada contaminante, se correlacionaron y

se les hizo un ANOVA multifactorial para determinar su significancia estadistica.

Andlisis de varianza. La técnica fundamental del ANOVA consistio en la separacion
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de la suma de cuadrados en componentes relativos a los factores contemplados

en el modelo.

S8 Total = SSError T SSFactores

El nUmero de grados de libertad se realizd de forma similar y correspondio con la
forma en que la distribucion chi—cuadrado (x? o Ji—cuadrada) describi6 la suma de

cuadrados asociada.

9Total = 9l Error T 9 Factores

Una vez que se calcularon las sumas de cuadrados, las medias cuadraticas, los
grados de libertad y la F, se elabor6 un cuadro que reunid la informacién del
ANOVA con el método de Fisher.

Por ultimo se llevé a cabo un Analisis de Componentes Principales de tipo
matricial (ACP) para generar tres escenarios de genotoxicidad encontrados en S.
aureogaster. Es decir, se utilizé el ACP para conocer que contaminantes y/o zonas
de la Ciudad de México tuvieron mayor asociacion a la presencia de micronucleos

en S. aureogaster.

Las variables medidas en el presente estudio comprendieron un total de quince,
pero para llevar a cabo el ACP fueron reducidas a nueve porque algunas de éstas
aportaron informacion redundante en la explicacién del efecto genotoxico de la

contaminacion atmosférica.

Las medidas de peso y longitud de tibia se simplificaron se usaron para calcular un

indice de masa corporal (IMC) dividiendo el peso en gramos entre la longitud de
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tibia en milimetros segun lo reportado por Wirsing y colaboradores (2002). EI IMC
aporté un dato estandarizado de mejor explicacion. La longitud de cola como la
longitud corporal se eliminaron ya que aportaron informacion redundante para el
ACP.

Unicamente para recordar, se entendi6 por citotoxicidad al porcentaje de eritrocitos
policromaticos (%EPC) de cada mil eritrocitos, nhormocromaticos y policromaticos.
Asi mismo, se entendié por genotoxicidad al numero de eritrocitos policrométicos

micronucleados (EPCMN) de cada mil eritrocitos policromaticos (EPC).

A pesar de la reduccion de quince a nueve variables, no es posible hacer una
grafica donde se observe el efecto genotoxico de todas las mediciones de manera
simultanea. Por ésta razén, se utilizo el ACP, el cual puede minimizar los datos en
una gréfica de dos y hasta tres dimensiones para visualizar, en este caso, el efecto
genotdoxico de la contaminacion atmosférica de la Ciudad de México en S.

aureogaster.
Para el realizar el ACP basado en una matriz de correlaciones, se tomo en cuenta
que el valor de cada una de las m variables aleatorias F;. Para cada uno de los n

individuos se tomo el valor de éstas variables y se escribié el conjunto de datos en

forma de matriz:
Ay f=1,....n
(F_} }j:l,.._,m

Hay que resaltar que cada conjunto:
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pudo considerarse una muestra aleatoria para la variable F;. A partir de los m x n
datos correspondientes a las m variables aleatorias, pudo construirse la matriz de
correlacion muestral, que fue definida por
_ cov(F;, F})

v/ var(F;)var(F})

R = [ri;] € My donde Tij

Puesto que la matriz de correlaciones es simétrica entonces resulta diagonalizable

y sus valores propios de Ai verifican:

a1

i=1

Debido a la propiedad anterior estos m valores propios reciben el nombre de
pesos de cada uno de los m componentes principales. Los factores principales
identificados matematicamente se representan por la base de vectores propios de
la matriz R.. Esté claro que cada una de las variables pudo ser expresada como
combinacion lineal de los vectores propios 0 componentes principales.
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6. RESULTADOS

Del cuidado de los animales estudiados. La deteccion de micronucleos en sangre
periférica arroja un mayor conteo celular en menor tiempo con respecto al analisis
de células de bazo o de médula, donde es necesario sacrificar al animal (Witt et
al., 2008). Por eso, la SEMARNAT (2014) recomienda que para estudios de vida
libre, es indispensable cuidar a los individuos evitando en lo mas posible su

sacrificio.

Para cumplir con la recomendacion de la SEMARNAT (2014), fue necesaria la
aceptacion del protocolo de manejo animal de la presente investigacion, por parte
del Comité Institucional para Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion
(CICUAE) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional Autbnoma de México.

En la evaluacién del CICUAE se determind que el manejo propuesto para S.
aureogaster, causaria un estrés o dolor leve de corta duracién, por lo cual, fue
categorizado en el nivel B de la escala de dafio animal, segun la NOM-032-ZOO-
1999. Acto seguido, dicho comité otorgd el permiso institucional de investigacion.

Se llevaron a cabo 80 capturas, 20 por parque, conforme a lo propuesto en el
calendario de trabajo y disefio experimental. Del total de especimenes, 32 fueron
hembras (38.3%) y 48 machos (61.7%).

Morfometria agrupada por género. En el Cuadro 1 se presentan los promedios de
la morfometria de S. aureogaster, general y dividida por género. Para tener una
mejor estimacion de la condicion corporal de los especimenes, fue calculado un
indice de masa corporal (IMC) dividiendo el peso (en gramos) entre la longitud de

la tibia (en milimetros) de cada individuo.
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Se encontrd que el peso promedio de todos los especimenes (n = 80) fue de 508
gramos. Las hembras (n = 32) promediaron 528.0 g, mientras los machos (n = 48)
495.6 g respectivamente (Figura 3). La longitud corporal se mantuvo en un
promedio de 26.0 cm para hembras y machos. La longitud de la cola promedio
22.6 cm en general. La longitud de la tibia mantuvo un promedio de 70.8 mm para
ambos grupos. El IMC present6 un promedio de 7.2 unidades para ambos grupos
(Cuadro 1).

Los parametros morfométricos agrupados por género (Cuadro 1) no presentaron
diferencias estadisticamente significativas, o que ecoldégicamente se denomina
como “ausencia de dimorfismo”. Los unicos indicadores de dimorfismo fueron las

estructuras anatémicas sexuales.

Morfometria agrupada por parque. En el Cuadro 2 se presentan los promedios de
las variables morfométricas de S. aureogaster agrupadas por habitat. Las
longitudes de cuerpo, cola y tibia no presentaron diferencias significativas entre

parques (Cuadro 2).

Para la variable de peso, el Bosque de Aragén fue el sitio con los individuos mas
ligeros, con 28.5 g debajo de la media. Los parques 18 de Marzo y Viveros de
Coyoacan presentaron mayor uniformidad en sus pesos con tan s6lo 4.0 gy 9.4 g
por encima de la media. Por ultimo, el Bosque de Chapultepec tuvo ardillas mas
pesadas con 16.5 g por encima del promedio general.

El IMC de los especimenes del Bosque de Aragdén fue mas ligero, desviandose 0.4
unidades por debajo de la media general. El parque 18 de Marzo presenté un IMC
igual a la media. Chapultepec y Viveros de Coyoacan presentaron sélo 0.2
unidades por encima del promedio general, como se observa en el Cuadro 2 y en

la Figura 4.
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La prueba de medias determind que las variables morfométricas de S.
aureogaster, no presentaron diferencias significativas entre los habitat. Es decir,
no hubo un efecto significativo del habitat en la morfometria de los individuos

usados para el analisis toxicolégico (n = 80).

Dafio citotdoxico por parque. En el Cuadro 3 se presentan los promedios de dafio
citotdxico de S. aureogaster agrupados por parque. El Bosque de Chapultepecy el
Bosque de Aragon fueron los dos sitios con mayores proporciones de dafio
citotoxico (68.5 y 63.3%). El Parque 18 de Marzo y Viveros de Coyoacan
presentaron menores indices respectivamente (56.9 y 53.8%).

En la Figura 5 se presentan los promedios de citotoxicidad de los cuatro parques
estudiados. Se observa claramente coémo aquellos parques con mayor
citotoxicidad, presenta entre 7 y 15 % mas dafio que aquellos con menor dafio

citotoxico.

La prueba de medias determin6 que S. aureogaster presentd diferencias
significativas de dafio citotéxico entre habitats (p < 0.0001) es decir, existe
evidencia estadistica que sugiere que el habitat afecta significativamente el dafio

citotoxicobservado en la ardilla gris.

Dafio genotdxico por parque. En el Cuadro 3 se presentan los promedios de dafio
genotoxico de S. aureogaster agrupados por parque. Se observa que el Bosque
de Aragén y Viveros de Coyoacan presentaron mayor dafio genotdéxico promedio
con 7.87 y 6.40 unidades. El Bosque de Chapultepec y el Parque 18 de Marzo

presentaron 4.94 y 4.53 unidades respectivamente.

Aqui, hay que mencionar que el dafio genotoxico encontrado en S. aureogaster, se

analizé comparando sus valores con la literatura, por esta razén, en la Figura 6,
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se presentan los promedios de genotoxicidad de los habitats en cuestion, ademas
de un quinto valor tomado de literatura. Dicho valor, reporta el dafio genotdxico
basal de S. aureogaster en condiciones de laboratorio segun Zufdiga y
colaboradores (2001a y 2001b).

La prueba de medias para dafio genotdxico determind que no existieron
diferencias significativas entre habitats (p < 0.0001), sin embargo, esto no quiere
decir que no existi6 dafio genotoxico significativo en los habitat. Sugiere que
todos los habitat en donde se encontraban las ardillas en estudio tuvieron un
cierto nivel de dafio genotdxico cercano entre si. Esto se comprueba con el dafio
encontrado en condiciones de laboratorio, pues es aproximadamente entre 2 y 3

veces menor segun lo reportd Zufiga y colaboradores (2001ay 2001b).

Matriz de correlaciones. En el Cuadro 4 se presenta una matriz de correlaciones
las variables medidas. El indice de masa corporal (IMC) se usé como descriptor de
la condicibn corporal en S. aureogaster. Los valores de citotoxicidad y
genotoxicidad resumieron las condiciones de dafio celular. Las concentraciones
atmosféricas de cada uno de los contaminantes, fueron usadas para el analisis.
Las demas variables no fueron incluidas porque aportaron informacion
redundante. Las correlaciones aparecen en color negro, la significancia estadistica

en gris.

Citotoxicidad asociada a las variables de la matriz. La citotoxicidad tuvo una
correlacion significativa con el parque (r = - 0.26, p = 0.022). En otras palabras, el
parametro de citotoxicidad de S. aureogaster, fue influido significativamente por
las condiciones atmosféricas del parque en el que fue tomada la muestra

sanguinea (Cuadro 4).

El sexo y el IMC no se correlacionaron significativamente con el dafio citotoxico de
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S. aureogaster. Asi mismo la citotoxicidad no present6 una correlacion significativa
con el parametro de genotoxicidad. Es decir, la variables que provocaron un dafio
citotoxico significativo no necesariamente provocaron dafio genotéxico en la ardilla

gris (Cuadro 4).

Los contaminantes CO, NO, Oz, PM,s5 y SO, no tuvieron una correlacion
significativa con el dafio citotoxico encontrado en S. aureogaster. En cambio, los
contaminantes NO,, NOx y PMy, si presentaron una correlacion estadisticamente

significativa con el dafio citotoxico (Cuadro 4).

Dicha correlacion positiva, (NO, r = 0.27, p = 0.015; NOx r = 0.24, p = 0.031; PMyo
r = 0.21, p = 0.049) indic6 que a mayor concentracion atmosférica de dichos
contaminantes, se encontr6 mayor citotoxicidad en S. aureogaster como se

observa en las Figuras 7, 8 y 9.

Genotoxicidad asociada a las variables de la matriz. La genotoxicidad no tuvo una
correlacién significativa con el parque, es decir, el parametro de genotoxicidad de
S. aureogaster, no fue influido significativamente por las condiciones del parque en

el que fue tomada la muestra sanguinea (Cuadro 4).

El sexo y el IMC no tuvieron una correlaciéon significativa con la genotoxicidad de
encontrada en S. aureogaster como se observa en el Cuadro 4. Ningun
contaminante presentd una correlacion estadisticamente significativa con la
genotoxicidad en S. aureogaster, inicamente el ozono (r = 0.26, p = 0.02) como se

observa en el Cuadro 4.

La correlacion positiva del ozono con el parametro de genotoxicidad indicé que,
ante un aumento de su concentracidon atmosférica, la cantidad de micronucleos en

reticulocitos  policromaticos (EPCMN) de S. aureogaster incremento
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significativamente Figura 10.

Analisis de componentes principales (ACP). Para el andlisis de componentes
principales se us6é como base la matriz de correlaciones del Cuadro 4. Asi, los
componentes fueron eigenvectors o autovectores de la matriz de correlaciones, los
cuales se analizaron asignando una importancia equitativa a todas las variables

originales (Cuadro 5).

A partir de la matriz de correlaciones, se obtuvo un cuadro de eigenvalues o
autovalores acumulativos. Con las primeras dos filas se mostré que al hacer una
grafica de dos dimensiones, el ACP explicaria un 46.7% de la variacion de la
citotoxicidad y genotoxicidad encontrada en S. aureogaster, asociada a la los
niveles contaminacion atmosférica de la Ciudad de México, el 63.3% restante se
debi6 a otras causas independientes de la contaminacion atmosférica (Cuadro 6).

En la Figura 11 se muestra el grafico resultante del ACP, donde cada asterisco
simboliza a un individuo, con su numero de identificacion, mientras que los colores
representan el nivel de dafio citotéxico y genotoxico encontrado en S. aureogaster
asociado al nivel de contaminacién atmosférica. En color rojo se observan los
individuos con mayor dafio genotdxico asociado a altas concentraciones de los
contaminantes atmosféricos. En color azul y negro aquellos individuos con dafio
genotdxico intermedio. En color café aquellos con dafio genotoxico minimo

asociados a bajas concentraciones de contaminacién atmosférica.

En el Cuadro 7, se presentan los promedios de la contaminacién atmosférica y de
dafio celular encontrado en S. aureogaster en los cuatro escenarios de
genotoxicidad del gréafico resultante del ACP. La n y los promedios de cada
escenario se obtuvieron de los cuatro grupos coloreados de la grafica del ACP de

la Figura 11.
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Cuadro 1. Pardmetros medidos en hembras y machos de ardilla gris

(S. aureogaster) de cuatro parques de la Ciudad de México.

Hembras Machos General

_ (n=32) (n = 48) (n = 80)
Variable Promedio DS Promedio DS Promedio DS
PESO (r) 528.0 £ 51.0 4956 = 635 508.4 = 60.6
CUERPO (cm) 261 + 1.0 260 + 14 260 + 1.2
COLA (cm) 235 * 2.0 221 + 20 226 + 2.1
TIBIA (mm) 707 + 20 709 + 2.6 708 + 2.3
IMC** 75 = 0.6 70 + 0.8 7.2 + 0.8

** |ndice de Masa Corporal (Peso en gramos/Longitud tibia en milimetros)
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Cuadro 2. Morfometria de la ardilla gris (S. aureogaster)

de cuatro parques de la Ciudad de México.

Aragoén Chapultepec 18 de Marzo Viveros General
Variable (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=80)
Promedio DS Promedio DS Promedio DS Promedio DS Promedio DS
PESO (gr) 479.5 + 68.9 5245 + 42.0 512.0 + 46.3 517.8 + 73.1 508.4 + 60.6
CUERPO (cm) 256 +1.3 264 +1.2 259 +0.8 261 +15 26.0 £ 1.2
COLA (cm) 224 +20 225 +19 226 +2.7 23.0+1.9 226 + 21
TIBIA (mm) 70.7 £ 3.1 711 +21 714 +1.6 703 £ 24 708 + 2.3
IMC* 6.8 £+ 0.8 74 +05 72 +06 74110 72 + 08

* Indice de Masa Corporal (Peso en gramos/Longitud tibia en milimetros)
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Figura 6. Distribucion de IMC* de S. aureogaster de cuatro parques

de la Ciudad de México.

56




Cuadro 3. Promedios celulares y de dafio genotoxico de S. aureogaster

de cuatro parques de la Ciudad de México.

Aragén Chapultepec 18 de Marzo Viveros General
Variable (n=20) (n = 20) (n = 20) (n = 20) (n = 80)
Promedio DS Promedio DS Promedio DS Promedio DS Promedio DS

%EPC 62.9 £ 15.9 68.2 £ 13.3 56.7 = 15.9 53.6 £ 20.2 60.3 £ 17.2

MN/1000** 6.6 + 85 41 £ 42 3.1 +38 48 £ 6.7 46 £6.1

**Numero de micronudcleos por cada mil eritrocitos en sangre periférica.
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Cuadro 4. Matriz de correlaciones para las variables medidas.

PARQUE SEXO IMC CITO GENO co NO NO2 NOx 03
PARQUE
SEXO 0.02
0.84
IMC 0.23 -0.31
0.04 0.01
CITO -0.26 0.22 -0.03
0.02 0.06 0.80
GENO -0.12 -0.10 0.15 0.18
0.29 0.39 0.19 0.11
co -0.02 -0.08 -0.09 0.15 0.18
0.86 0.49 0.41 0.19 0.12
NO 0.09 0.00 0.04 0.18 -0.01 0.63
0.43 0.97 0.75 0.10 0.95 <.0001
NO2 -0.48 0.21 -0.14 0.27 -0.01 0.41 0.33
<.0001 0.06 0.22 0.01 0.94 0.00 0.00
NOXx 0.06 0.06 0.04 0.24 0.00 0.65 0.90 0.49
0.59 0.61 0.69 0.03 0.97 <.0001 <.0001 <.0001
03 0.09 -0.08 0.06 -0.04 0.26 -0.29 -0.54 -0.56 -0.45
0.41 0.48 0.58 0.71 0.02 0.01 <.0001 <.0001 <.0001
PM10 -0.23 0.15 -0.18 0.21 0.18 0.66 0.19 0.68 0.43 -0.14
0.04 0.20 0.12 0.05 0.11 <.0001 0.09 <.0001 <.0001 0.21
PM25 -0.12 0.25 -0.19 0.03 0.00 0.27 0.14 0.63 0.28 -0.35
0.29 0.03 0.10 0.80 0.98 0.02 0.23 <.0001 0.01 0.00
SO02 -0.13 0.05 -0.18 0.11 -0.02 0.51 0.42 0.26 0.49 -0.10

0.26 0.67 0.11 0.34 0.89 <.0001 0.00 0.02 <.0001 0.36

PM10

0.53
<.0001
0.43
<.0001

PM25

0.17
0.14
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Cuadro 5. Eigenvectors o vectores propios del ACP.

PARQUE
SEXO
IMC
ciTo
GENO
co

NO
NO2
NOx
OZONO
PM10
PM25
S02

Prinl*
-0.117
0.093
-0.096
0.156
-0.036
0.373
0.349
0.389
0.400
-0.286
0.357
0.282
0.285

Prin2*
0.403
-0.355
0.385
-0.132
0.113
0.231
0.408
-0.282
0.318
-0.029
-0.178
-0.294
0.118

Prin3
-0.292
-0.244
0.081
0.163
0.628
0.210
-0.160
-0.014
-0.077
0.457
0.299
-0.100
0.210

Prin4
0.359
0.466
-0.483
0.038
-0.057
0.121
0.038
-0.333
0.057
0.348
0.053
-0.127
0.382

Prin5
-0.242
0.210
0.097
0.767
-0.033
-0.153
0.190
-0.015
0.125
-0.023
-0.252
-0.394
-0.063

Prin6
0.463
0.428
0.469
0.198
0.247
-0.045
-0.083
0.062
0.059
0.132
0.187
0.340
-0.314

Prin7
0.101
-0.257
0.326
0.233
-0.674
0.034
-0.267
0.028
-0.045
0.283
0.300
-0.014
0.250

Prin8
-0.240
0.328
0.423
-0.292
0.064
-0.380
0.006
0.078
0.060
0.009
-0.193
0.045
0.610

Prin9
0.135
-0.385
-0.189
0.331
0.097
-0.301
0.066
-0.157
0.065
0.072
-0.312
0.637
0.218

Prin10
-0.267
0.012
-0.053
-0.231
-0.179
-0.146
0.271
0.079
0.466
0.625
-0.041
0.098
-0.347

Prin1l
-0.339
0.194
0.217
0.007
-0.157
0.584
0.105
-0.370
-0.273
0.067
-0.299
0.339
-0.052

Prin12
0.237
-0.017
-0.047
0.008
0.017
0.306
-0.135
0.668
-0.100
0.247
-0.547
-0.071
0.081

Prin13
0.088
-0.028
0.015
0.000
-0.034
-0.175
0.681
0.180
-0.631
0.168
0.187
-0.007
0.023

* Valores utilizados para analizar la asociacidn de la citotoxicidad y genotoxicidad con la contaminacion atmosférica.
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Cuadro 6. Autovalores acumulativos del ACP.

u:oo\lmm.thHoz

[ S N
W N R O

Eigenvalue
4.213
1.863
1.516
1.138
1.095
0.949
0.637
0.546
0.401
0.311
0.206
0.087
0.039

Difference
2.350
0.348
0.378
0.044
0.146
0.312
0.091
0.145
0.090
0.105
0.119
0.047
0.003

Proportion
0.324
0.143
0.117
0.088
0.084
0.073
0.049
0.042
0.031
0.024
0.016
0.007

Cumulative
0.324
0.467*
0.584
0.672
0.756
0.829
0.878
0.920
0.951
0.975
0.990
0.997
1.000

El ACP explic6é un 46.7 % de la variabilidad en genotoxicidad.
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Cuadro 7. Promedios de contaminacion atmosférica, IMC y dafio genotoxico de

S. aureogaster en tres escenarios de genotoxicidad.

Variable

Citotoxicidad T
Genotoxicidad *
IMC

co

NO

NO2 *

Nox *

03 *

PM10

PM2.5

SO2

*

(ppm)
(ppm)
(ppm)
(ppm)
(ppm)
(mg/m3)
(mg/m3)

(ppm)

Marrén Negro Azul Rojo
(n=12) (n=25) (n=35) (n=8)
Promedio DS Promedio DS Promedio DS Promedio DS

7.65 * 0.48 7.04 = 077 7.18 + 0.95 7.05 £ 031
51.64 + 19.89 63.17 + 17.38 57.12 + 12.98 70.37 = 17.78
5.38 + 6.21 6.31 =+ 693 6.41 + 893 3.64 + 3.80
0.52 + 0.28 0.83 + 0.34 134 £ 024 1.70 = 0.16
19.83 + 18.08 26.28 + 9.63 46.25 + 22.63 75.75 t 5.08
26.17 = 5.79 36.39 £ 4.55 39.50 + 6.93 52.50 = 1.60
60.17 + 27.90 61.67 + 9.83 87.08 + 17.68 127.75 * 6.68
22.83 + 827 11.61 * 6.93 9.08 + 7.09 1.00 = 0.00
32.17 + 1548 49.56 + 574 60.25 + 14.13 73.25 £ 7.75
19.83 + 2.19 26.67 + 6.83 34.17 + 483 31.25 + 1.34
2.50 £ 2.26 283 + 141 3,50 + 1.22 6.75 + 0.27

* Variables con un efecto significativo (p < 0.05) de dafo celular.
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7. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se analizo el efecto citotoxico de la
contaminacion atmosférica de la Ciudad de México, medido en el porcentaje de
eritrocitos policrométicos (% EPC), asi como el dafio genotéxico medido por la
cantidad de micronucleos por cada mil eritrocitos policrométicos (EPCMN) de S.
aureogaster de cuatro diferentes sitios. A continuacion, se discutiran los resultados

obtenidos.

Del método de deteccidbn de micronucleos. Para iniciar la discusién hay que
subrayar que se realizO una comparacion de métodos de deteccidn de
micronucleos, utilizando microscopia con tincién de “Wright” y citometria de flujo.
Con la primera se hizo un conteo de 100,000 eritrocitos (EPC y ENC), logrando
analizar 100 muestras, de 1000 células cada una, en dos meses
aproximadamente. Mediante la citometria de flujo se obtuvo un conteo de 500,000
eventos celulares en cuestion de horas, pudiendo analizar hasta un total de 10

muestras en un solo dia.

Después dicho andlisis de laboratorio, se optd por utilizar la técnica de citometria
de flujo porque la evaluacién por microscopia con tincion de “Wright”, implicé un
enorme esfuerzo y tiempo invertido. Ademas, la citometria de flujo es un analisis el
citométrico con mayor sensibilidad y mas rapido. Esta decision, también se
sustenta con el estudio de Witt y colaboradores (2008) quienes mencionan que
debido al gran numero de células que pueden ser analizadas, la citometria de flujo
tiene un mayor poder de deteccidon con respecto a los métodos tradicionales

basados en microscopia.
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Hallazgos asociados a la especie S. aureogaster. leradi y colaboradores (1996)
mencionan que los roedores usados como bio—indicadores, son de gran ayuda
para la deteccion de genotoxicidad asociada a la contaminacion atmosférica local.
Debido a las cantidades de micronucleos encontradas en S. aureogaster, Zufiga—
Gonzélez y colaboradores (2001a) sugieren que esta especie es un buen modelo
de andlisis citogenético. Con los datos celulares obtenidos en este trabajo, se

confirma que la ardilla gris es un buen modelo de analisis citogenético.

A continuacion se mencionan algunas especies de roedores usadas para el
analisis de micronucleos de cada 1000 eritrocitos policromaticos (EPC) en vida
libre. A. flavicollis (2.5), M. arvalis (1.5), Mus domesticus (0.97), Sciurus
aureogaster (0.91), Mus spretus (0.26), Spermophilus mexicanus (0.13), Coendou
mexicanus (0.10), Spermophilus annulatus (0.06) y Spermophilus variegatus
(0.05), (Mitkovska et al., 2012; Zaiiga—Gonzéalez et al., 2000; leradi et al., 1998;
leradi et al., 1996). Como se observa, S. aureogaster se encuentra entre los

primeros cuatro roedores con mayor presencia de micronucleos espontaneos.

En este trabajo se encontré que el género del animal no estuvo relacionado
significativamente con variaciones en la citotoxicidad y genotoxicidad de S.
aureogaster. De aqui se interpreta que hembras y machos presentan una
respuesta celular muy similar en condiciones ambientales propicias para el de

dafio citotdxico y genotdxico (Cuadro 1).
Con base en los resultados de laboratorio, Zufiiga—Gonzalez y colaboradores
(2001a) encontraron que la edad en S. aureogaster, estimada mediante

morfometria, afecta al nimero de micronucleos en sangre periférica. Reportaron
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que individuos juveniles presentaron mayor niumero de eritrocitos policromaticos

micronucleados que aquellos en fase adulta (r = —0.552, p < 0.0001).

En este estudio no se encontrd una correlacion estadisticamente significativa entre
dichas variables (Cuadro 4), sin embargo, existe una explicacion a dicho
fendbmeno. Todos los individuos usados para la presente investigacion, fueron
capturados al azar en distintos parques, por lo que, cada uno de ellos estuvo
sujeto a distintas condiciones medioambientales potencialmente citotoxicas y

genotoxicas.

Adicionalmente, los especimenes evaluados por Zufiga—Gonzalez vy
colaboradores (2001a) estaban en fase de crecimiento, puesto que tuvieron un
peso inicial promedio de 125 + 33.8 g y finalizaron con 342 * 87.7 g. Los
individuos utilizados en ésta investigacién se encontraban en su fase adulta, ya

gue promediaron un peso de 508.4 + 60.56 g.

Desde ese punto de vista, se concluye que la no significancia aqui encontrada, es
resultado Unicamente de las condiciones y objetivos particulares del presente
estudio y se toma como mas acertados los resultados de Zufiga—Gonzalez y
colaboradores (2001a) donde la edad si influyé la tasa de micronucleos
eritrocitarios de S aureogaster en fase de crecimiento y en condiciones de

laboratorio.
Asi mismo, se ha encontrado que la nutricion es un factor que influye en la
proporcion de micronucleos eritrocitarios. Cervantes (2006) encontré que la

desnutricion tiene un efecto genotdxico significativo en individuos juveniles.
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En este trabajo el indice de masa corporal (IMC) de S. aureogaster, no tuvo
asociacion significativa con la citotoxicidad y genotoxicidad de S. aureogaster
(Cuadro 4). Dicho resultado es relativo, puesto que no hubo variacion importante

del IMC entre los individuos estudiados (Figura 4).

Es muy probable encontrar una asociacion estadisticamente significativa entre el
IMC y el nUmero de microndcleos en eritrocitos policrométicos de S. aureogaster,

pero en condiciones controladas para dicho propadsito.

De la citotoxicidad asociada a la contaminacién. De acuerdo al Cuadro 4, los
contaminantes NO,;, NOx y PMj, presentaron un efecto significativo en el
parametro de citotoxicidad de S. aureogaster. La correlacidon positiva de NO, (r =
0.27, p = 0.01) NOx (r = 0.24, p = 0.03) y PMyo (r = 0.21, p = 0.05) indic6 que a
mayor concentracion atmosférica de dichos contaminantes, las ardillas

presentaron mayor dafio citotéxico (Figuras 7, 8 y 9).

Mitkovska y colaboradores (2012) apoyan éste resultado pues encontraron un
aumento significativo de micronucleos en A. flavicollis y M. arvalis asociado a un
sitio con gran contaminacién NO, y SO,, aunque no precisan las concentraciones.

en ese ambiente..

Al igual que los resultados encontrados en S. aureogaster, Osornio—Vargas y
colaboradores (2003) encontraron que las PMyo del Norte y Sur de la Ciudad de
México provocaron citotoxicidad in vitro.

Los contaminantes CO, NO, O3, PM25y SO, no presentaron un efecto significativo

72



sobre las cantidades de reticulocitos de sangre periférica de S. aureogaster. Con
esto, se podria interpretar que dichos contaminantes no tienen un efecto de
citotoxicidad, sin embargo, es probable que durante el estudio, las cantidades
promedio de dichos contaminantes no fueron lo suficientemente altas para

provocar un efecto celular significativo.

De la genotoxicidad asociada a la contaminacion. Ninguno de los contaminantes
presentd un efecto significativo en las cantidades eritrocitos policromaticos
micronucleados de S. aureogaster, excepto el ozono. De acuerdo al Cuadro 4, la
correlacion positiva del ozono (r = 0.26, p = 0.02), muestra que a mayor
concentracion atmosférica de éste contaminante, la ardilla gris presenté un

aumento de micronucleos en sangre (Figuras 10, 11y 12).

Hasta aqui, las correlaciones presentadas en este trabajo indican que los
contaminantes no tuvieron un efecto significativo en la aparicion de micronucleos
en las poblaciones de ardillas en estudio. Cabe mencionar que es muy probable
encontrar variaciones de genotoxicidad asociadas a la contaminacion atmosférica
en concentraciones de exposicibn de contaminantes mayores a las de aqui

tenidas.
El NO de la Ciudad de México segin Madronich (2006), experimenta una rapida
inestabilidad como tal ya que este se disocia por accién de los rayos rolares en

otros compuestos nitro—aromaticos encontandolo en concentacion relativa baja.

Debido a que NOx es el resultado de sumar a los contaminantes NO y NO,, se
observa que el dafio genotoxico provocado por NO, (r = 0.27), disminuye poco
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cuando se presenta en la forma de NOx (r = 0.24). Esto se debe a que, el NO,

presentd menor concentracion que el NO.

La no significancia de la correlacién de PM, con la genotoxicidad, se apoya en lo
publicado por Valle—Hernandez y colaboradores (2010), quienes determinaron que
el promedio de PM;, para la Ciudad de México durante la época seca, entre los
afios 2006 y 2007 fue de 73 pg/m?®. Durante el presente estudio el promedio de
PMyo fue de 56.9 pg/m?® para el Bosque de Aragdn, 53.1 pg/m?® en el Bosque de
Chapultepec, 54.0 ug/m?® para el Parque 18 de Marzo y 46.1 pg/m? en Viveros de
Coyoacéan, es decir, en promedio 20 pug/m® por debajo de las concentraciones

encontradas por Valle—Hernandez y colaboradores (2010).

Asimismo, Valle—Hernandez y colaboradores (2010) determinaron que el promedio
de PM,s para toda la Ciudad de México fue de 47.2 ug/m?, mientras que durante
la presente investigacion el Bosque de Aragén obtuvo 27.6 pg/m?®, el Bosque de
Chapultepec 29.2 pg/m®, el Parque 18 de Marzo 32.7 ug/m® y Viveros de
Coyoacén 23.9 pg/m?®.

Osornio—Vargas y colaboradores (2003) encontraron que las PMig y PM,5 del
Norte de la Ciudad de México provocaron mayor genotoxicidad in vitro, ya que

estuvieron compuestas de mayor cantidad de metales.

Todos estos resultados de genotoxicidad versus concentracion atmosférica por
contaminante llevan a evaluar el efecto encontrado segun el habitat, ya que cada
parque presento distintos niveles de concentracion atmosférica.

Del dafio genotéxico asociado al habitat. El habitat tuvo un efecto significativo en
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las cantidades celulares de reticulocitos y microndcleos ya que las cantidades

encontradas en S. aureogaster fueron muy distintas entre los cuatro sitios.

El Bosque de Aragon y el Bosque de Chapultepec, presentaron mayores
porcentajes de EPC, lo que indica que las ardillas tuvieron una tasa de renovacién
celular mas acelerada con respecto a las ardillas de los parques Viveros de

Coyoacan y Parque 18 de Marzo (Figura 5).

En Viveros de Coyoacén se observé un dafio genotdxico menor con respecto a los
demas parques. Sin embargo al comparar el nivel de dafio en la poblacién de
dicho parque con lo reportado en literatura, se encontrdé que Viveros de Coyoacan
presenta un nivel de dafio tres veces superior al encontrado en condiciones de

laboratorio (Cuadro 3 y Figura 6).

con lo publicado por Roubiceka y colaboradores (2007) quienes encontraron que
los contaminantes atmosféricos del Norte de la Ciudad de México tuvieron mayor
efecto genotéxico celular, atribuible a una mayor presencia de la industria en esta
zona de la urbe mexicana. Asimismo, Osornio—Vargas y colaboradores (2003)
encontraron que las PMjo y PM, s del Norte tuvieron mayor citotoxicidad que las

del Sur, sin embargo todas tuvieron un cierto grado de genotoxicidad.

Andlisis de componentes principales. En la Figura 11 se puede observar
claramente cuatro asociaciones de dafio genotdéxico, cada uno con niveles de
contaminantes atmosféricos variables. En color rojo se presentaron los individuos
con mayor dafio genotoéxico, seguidos de aquellos en color azul, negro y café.

Aquellos individuos de mayor dafio genotéxico (color rojo) fueron del Bosque de
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Chapultepec y Parque 18 de Marzo. De igual forma, la moda en la zona de color
azul estuvo constituida por animales de estos dos parques. Por su parte, la zona
con un dafio genotoxico intermedio (color negro) estuvo constituida principalmente
por animales del Bosque de Aragon y Viveros de Coyoacan. Por ultimo, la zona de
dafio minimo, estuvo constituida por animales en su mayoria de Viveros de

Coyoacan y Bosque de Chapultepec (Figura 11).
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8. CONCLUSION

e La contaminacion atmosférica de la Ciudad de México, se asocia con el
aumento de dafio citotoxico en la ardilla gris (Sciurus aureogaster),
independiente de la zona de estudio.

e Los contaminantes correlacionados con la citotoxicidad fueron NO;, NOx y
PMso respectivamente.

e La contaminacion atmosférica de la Ciudad de México, se asocia con el
aumento en el dafio genotoxico en la ardilla gris (Sciurus aureogaster), con
diferencias importantes por zona de estudio.

e Las ardillas del Bosque de Aragon y Viveros de Coyoacan presentaron mayor
genotoxicidad asociada a la contaminacion atmosfeérica.

e El O; fue el contaminante que tuvo una correlacion significativa con el dafio

genotoxico en S. aureogaster.
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9. ABREVIATURAS Y SIGLAS USADAS

Nombre extenso Sigla
Acido Etilendiaminotetracético EDTA
Analisis de Varianza ANOVA
Comision Nacional para el Conocimiento y uso de la Biodiversidad CONABIO
Demographia World Urban Areas DWUA
Direccién General de Gestion Ambiental de Aire DGGAA
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia FMVZ
Gobierno del Distrito Federal (México) GDF
Indice Metropolitano de Calidad del Aire IMECA
Instituto de Biologia UNAM IBIUNAM
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia INEGI
Integrated Taxonomic Information System ITIS
International Union for Conservation of Nature IUCN
National Center for Biotecnology Information NCBI
Norma Oficial Mexicana NOM
Organizacion de las Naciones Unidas ONU
Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente PROFEPA
Secretaria de Desarrollo Social SEDESOL
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales SEMARNAT
Secretaria de Salud SSA
Sistema de Informaciéon Geogréfica SIG
Sistema de Monitoreo Atmosférico SIMAT
Sistema de Posicionamiento Global GPS

Sistema Nacional de Informacién Ambiental y Recursos Naturales SNIARN

Solucién amortiguadora de boratos BBS
Solucién amortiguadora de fosfatos PBS
Universidad Auténoma Chapingo UACH
Universidad Autonoma Metropolitana UAM
Universidad Nacional Autbnoma de México UNAM
World Center for Monitoring and Control WCMC
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11. ANEXOS
Anexo 1. Mosaico de la calidad del aire para PM, s entre 2004 — 2011
en el Valle de México (SIMAT, 2013).

2004

2005
FFFERERFFEAEE

i

8

2009

2010

2011




Anexo 2. Taxonomia y subespecies de S. aureogaster.

Taxonomia
Reino Animalia
Phyllum Chordata
Clase Mamalia
Orden Rodentia
Suborden Sciurognathi
Familia Sciuridae

Subfamilia Sciurinae
Género Sciurus

Especie aureogaster

(IUCN,2013; ITIS,2013)

97

Subespecies

nw u nu nuo no nononon

. aureogaster aureogaster
. aureogaster chiapensis

. aureogaster effugius

. aureogaster hirtus

. aureogaster hypopyrrhus
. aureogaster nemoralis

. aureogaster nigrescens

. aureogaster poliopus

. aureogaster socialis

(NCBI, 2013)



Anexo 3. Traducciones de la palabra “ardilla” en diferentes idiomas.

Por ldioma
Aleméan Grauhdrnchen
Checo Veverka popelava
Danés Gra egern
Espairiol Ardilla gris
Estonio Hallorav
Finlandés = Harmaaorava
Francés Ecureuil gris
Holandés  Grijze eekhoorn
Hangaro Szirke mokus
Inglés Cat squirrel
Inglés Eastern gray squirrel
Inglés Grey Squirrel
Inglés Migratroy squirrel
Islandés Graikorni
ltaliano Scoiattolo grigio
Noruego Graekorn
Polaco Wiewiorka szara
Portugués Esquilo-cinzento
Sueco Gra ekorre

Lenguas autéctonas

(ONU, 2010)

Amuzgo Tyotzb
Ch'ol Chuch
Chuj Nok'
Huasteco Ot'el
Huave Ngwitn
K'iche' Kuk
Kickapoo Anikwa
Kiliwa Jmaal
Lacandon Kuuk
Mam Ku'K
Maya Ku'uk
Mazahua Mijiii
Mixteco Kuéfu
Nahuatl Techalotl
Otomi Minza
Pame Gaming
Tarahumara Chipawi
Tarasco Kuaraki
Tepehua Tiikolh
Triqui Xaa
Tzotzil Chuch
Yaqui Teku
Zapoteco Chisa
Zogue Chogquilla

(obs. Prop.)



Anexo 4. Distribucién de S. aureogaster en México
(IUCN, 2013; Ceballos y Arroyo—Cabrales, 2012).
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Anexo 5. Registros de la ardilla gris (S. aureogaster) en México entre los afios

1952 - 2013.

Estado Municipio

Localidad (es)

Autor (es)

Aguascalientes

Baja California

Baja California Sur

Campeche

Chiapas
Mapastepec
No especificado
Ocosingo
Tonala
Tumbala

Chihuahua

No especificado
Coahuila
Colima

Villa de Alvarez
Distrito Federal

Alvaro Obregén

Benito juarez

Coyoacan

Gustavo A. Madero

Miguel Hidalgo

Tlalpan

Durango
No Especificado
Estado de México
Papalotla
Texcoco
Toluca

Finca Prusia, y Finca La Esperanza

Selva Lacandona

Estacion Chajul, Montes Azules
Tonala

Cacahuatal

Guichovi

No Especificado

Villa de Alvarez

Jardin la Bombilla, Parque Ecoldgico el
Batan y Parque Tagle.

Parque Francisco Lira, Parque Luis G.
Urbina y Parque San Lorenzo.

Jardin Botanico UNAM, Jardin Hidalgo,
Museo de las Intervenciones, Parque
de la conchita, Parque Margarit,
Parque Mashayoshi Ohira, Parque
Xicotencatl, Reserva Ecoldgica del
Pedregal de San Angel y Viveros de
Coyoacan

Bosque de Aragon

Bosque de Chapultepec, Glorieta
América, Parque Lincoln y Parque 18
de Marzo

Parque Nal. Cumbres del Ajusco
Bosque de Tlalpan.

No Especificado
Parque Central de Papalotla

Parque Central de Texcoco
Sierra de Nanchititla

(IBIUNAM, 1944)

(Romero-Balderas et al., 2006)
(IBIUNAM, 1986)

(IBIUNAM, 1960)

(IBIUNAM, 2003)

(Kelson, 1952)

(Valdés, 2003)

(IBIUNAM, 1962)
(Martinez, 2013)

(Martinez, 2013)

(Martinez, 2013; Mora-Ascencio
et al., 2010; Hortelano-Moncada
et al., 2009;

(Hernandez-B. abs. per. 2013)
(Hernandez-B. obs. per. 2013;
Martinez, 2013; Lima, 2005;
Santiago, 2003)

(Aranda et al ., 2002)

(Martinez, 2013)

(Valdés, 2003)
(Hernandez-B. abs. per. 2013)

(Hernandez-B. obs. per. 2013)
(Monroy-Vilchis et al., 2011)

100



Continuacion

Estado Municipio Localidad (es) Autor (es)
Guanajuato
Guerrero
Acapulco Acapulco (IBIUNAM, 1972)
Chilpancingo El ocotito (IBIUNAM, 1954)
Llanos de Tepoztepec (IBIUNAM, 1936)
lguala lguala (IBIUNAM, 1948)
Tecpan de Galeana Tecpan de Galeana (IBIUNAM, 1971)
Zihuatanejo de Azueta Ixtapa y La Salitrera (IBIUNAM, 2003)
Hidalgo
Zimapan Sierra Encarnacion (Kelson, 1952)
Jalisco
La Huerta Estacion de investigacion biolégica (Mandujano, 1997)
Chamela, UNAM.
Zapopan Zooloégico de Guadalajara (Zaniga-Gonzélez et al., 2000)
Michoacéan
Péatzcuaro Péatzcuaro (Ramos-Laray Cervantes, 2011,
Ramos-Lara y Cervantes, 2007,
IBIUNAM, 2002)
Morelos
Hutzilac Parque Nal. Lagunas de Zempoala (Hernandez-B. obs. per. 2013;
IBIUNAM, 1953
Tlalnepantla Tlalnepantla (Falcon-Ordaz y
Nayarit Lamothe-Argumedo, 2006)
Nuevo Le6n
Oaxaca
Asuncion Nochixtlan El Marquéz (IBIUNAM, 1972)
Huajuapan de Leodn Universidad Tec. de la Mixteca (Hernandez-B. obs. per. 2013)
Matias Romero Mazahuito (IBIUNAM, 1965)
Tehuantepec Cuevas del convento (IBIUNAM, 1965)
Salina Cruz Rancho Aguacaliente, Salina Cruz (IBIUNAM, 1981)
Santa Ma. Chimalapa La Fortaleza (Lira - Torres y Briones - Salas,
2012)
Santiago Comaltepec Santiago Comaltepec (Aparicio, 2011)
Sola de Vega San Miguel Suchixtepec (IBIUNAM, 2003)
Oaxaca
San Pedro Tapanatepec  San Pedro Tapanatepec (IBIUNAM, 1956)
Santo Domingo Zanatepec Rancho sol y Luna (IBIUNAM, 1961)
Montafias de Sto. Domingo (Kelson, 1952)
Tututepec Lagunas de Chacahua (IBIUNAM, 2003)
Puebla
Cuetzalan Ejidos de Tosepan Titataniske (Hernandez-B. obs. per. 2013)

Francisco Z. Mena

San Felipe Teotlalcingo
San Martin Texmelucan
Tlahuapan

Metlaltloyuca

San Felipe Teotlalcingo
San Juan Tetla
Tlahuapan

(Kelson, 1952)

(IBIUNAM, 1976)
(IBIUNAM, 1974)
(IBIUNAM, 1973)
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Continuacion

Estado Municipio

Localidad (es)

Autor (es)

Querétaro
Pinal de Amoles
Quintana Roo
San Luis Potosi
Axtla de Terrazas
Ciudad del Maiz
Ciudad Valles
Sinaloa
Sonora
No Especificado
Tabasco
Emiliano Zapata
Huimanguillo
Ixtacomitan
Paraiso
Teapa

Tamaulipas
Altamira
Llera
Victoria
Tlaxcala
Veracruz
Atoyac
Catemaco
Coatzacoalcos
Emiliano Zapata
Hidalgotitlan
Huatusco
Jalapa
No Especificado

Orizaba
Otatitlan
San Andrés Tuxtla
Tlalixcoyan
Xico
Yucatan
Zacatecas

Pinal de Amoles

Axtla de Terrazas
Rancho el Estribo
Ciudad Valles

No Especificado

Montecristo
La Venta
Ixtacomitan
Paraiso
Teapa

Altamira
Capitédn Emilio Carranza (Forlén)
Ciudad Victoria

Potrero Nuevo
Agua de Obispo
Coatzacoalcos
Plan del Rio
San Carlos
Huatusco
Jalapa

No Especificado

Orizaba

Otatitlan

San Andrés Tuxtla
Piedras Negras
San Marcos, Xico

(Kelson, 1952)

(Kelson, 1952)
(IBIUNAM, 2005)
(Kelson, 1952)

(Valdés, 2003)

(Kelson, 1952)

(Kelson, 1952)

(Hernandez-B. abs. per. 2013)
(De la cruz, 2003)
(Hernandez-B. obs. per. 2013;
Kelson, 1952)

(Kelson, 1952)

(Kelson, 1952)

(IBIUNAM, 2004)

(Kelson, 1952)

(Kelson, 1952)

(Kelson, 1952)

(Hernandez-B. obs. per. 2013)
(Kelson, 1952)
(Sanchez-Cordero y Martinez-
Meyer, 2000)

(Kelson, 1952)

(Kelson, 1952)

(Kelson, 1952)

(Kelson, 1952)

(Kelson, 1952)
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Anexo 6. Poblaciones de ardilla gris (S. aureogaster) en el Valle de México.

Entidad Delegacion Zona Parque Clave Area* Latitud N Longitud O
DISTRITO GUSTAVO A. MADERO NE BOSQUE DE ARAGON bar 154.3 19°27'32.28" 99° 4'24.44"
DISTRITO  MIGUEL HIDALGO NO BOSQUE DE CHAPULTEPEC 1A SECCION bch 146.3 19°2521.40" 99°11'6.93"

DISTRITO  MIGUEL HIDALGO SO BOSQUE DE TLAHUAC btl 114.7 19°16'55.30" 99° 2'50.43"
DISTRITO  TLAHUAC SE  JARDIN BOTANICO UNAM jbu  63.4 19°18'51.78" 99°11'35.84"
DISTRITO  MILPA ALTA SE  JARDIN PAPALOTLA jpa 0.6 19°33'47.34" 98°51'28.32"
DISTRITO COYOACAN SO JARDIN TEXCOCO jtx 0.6 19°30'52.45" 98°52'57.87"
EDO. MEX PAPALOTLA NE PARQUE 18 DE MARZO pdm 0.6 19°28'17.60" 99° 11'42.9"
DISTRITO  BENITO JUAREZ SO PARQUE FRANCISCO VILLA (DE LOS VENADOS) pfv 0.6 19°22'18.98" 99° 9'19.98"
DISTRITO  ALVARO OBREGON SO PARQUE LUIS G. URBINA (HUNDIDO) phu 0.6 19°22'42.12" 99°10'44.07"
DISTRITO  TLALPAN SO PARQUE LA BOMBILLA plb 4.1 19°20'50.60" 99° 11'12.8"
DISTRITO _ BENITO JUAREZ SO VIVEROS DE COYOACAN o 41.8 19°21'15.47" 99°10'17.44"

* Hectareas
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Anexo 7. Técnica estandarizada de conteo de micronucleos en reticulocitos de
sangre periférica de ardilla gris (S. aureogaster) por citometria de flujo.

El método de conteo de microndcleos mediante citometria de flujo lleva cuatro

practicas previas a su implementacion.

a) Preparacion de solucion amortiguadora a pH 7.5 (BBS)
b) Preparacion de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)
c) Preparacion de solucion de RNAsa a [1 mg/ ml]

d) Fijacion de sangre en alcohol a —=70°C

e) Conteo de micronucleos por citometria de flujo

Por tal motivo, se describiran estas practicas previas a la citometria de flujo. Es de
resaltar que dichas practicas estan planteadas para trabajar con micronucleos de
sangre periférica de ardilla gris (S. aureogaster), por lo tanto, si se desea
contabilizar microndcleos en cualquier otra especie, es esencial investigar qué tipo

de anticuerpo es el mas indicado para trabajar.
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a) Preparacion de solucion amortiguadora a pH 7.5 (BBS)

Materiales: Cloruro de sodio (NaCl)
Agitador con iman Filtro Millex®

Agua bidestilada Frasco de 100 ml

Balanza analitica Jeringa de 10 ml

Bata y guantes Hoja de aluminio
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) Potencidmetro electronico
Calculadora Probeta graduada de 100 ml

Vaso de precipitado de 120 ml

Planteamiento: se requieren 100 ml de solucion BBS con 0.9% de NaCly 5.3 mM
de NaHCO3; (PM: 84.01 gr) a 7.5 de pH. Entonces calcularé:

Si se requiere un volumen final de 100 ml a una concentracion de 0.9% de NaCl,
entonces 100 ml es igual a 100%. ¢ Cuantos gramos de NaCl se necesitan para

obtener una solucién al 0.9%?

Volumen Concentracion Resultado
Solucion 100 ml= 100 %
NaCl X g = 09 % X= 09 ogr

Por otra parte, se requieren 100 ml de solucién de NaHCO3; a una concentracion
de 5.3 milimolar (mM) y se sabe que dicha molécula tiene un peso molecular (PM)
de 84.01. Con este ultimo dato sabemos que si se diluyeran 84.01 gr de NaHCO3

en un litro de agua destilada, tendriamos 1000 ml de solucion de NaHCO3 a una
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concentracion de 1000 mM. Entonces, se pesaran 0.9 gr de NaCl y 44.52 mg de
NaHCO3; en la balanza granataria que seran diluidos en 100 ml de agua destilada

para obtener la solucion BBS. A continuacion se explica el procedimiento.

Coloque 50 ml de agua bidestilada en el vaso de precipitado y disuelva el NaHCO3
y NaCl con un agitador de iméan a temperatura ambiente. Después, mida el pH de
la solucion y estabilice a 7.5 agregando solucién de hidroxido de sodio (NaOH) o
acido clorhidrico (HCI) del potencidémetro, segun sea el caso. Afore la solucion
estabilizada a 100 ml en la probeta graduada y hagala pasar por un filtro Millex®
para jeringa. Almacene la solucion filtrada en un frasco totalmente limpio y estéril e
identifique el mismo con una etiqueta. Por dltimo, envuelva el frasco con aluminio

y almacene en refrigeracion a 4°C.
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b) Preparacion de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)

Materiales: Agua destilada

Balanza analitica Polvo PBS Dulbecco sin Ca**>~ mg*?
Hoja de aluminio (Microlab, México).

Matraz Erlenmeyer de 2.5 litros Bata y guantes

Planteamiento: se requiere elaborar 2 litros de solucion PBS para usar el citometro

de flujo.

Se pesa 19.1 gr de polvo PBS en la balanza analitica con una hoja aluminio
previamente tarado. Coloque el polvo en un matraz Erlenmeyer y diluya en 2 litros
de agua destilada. Vierta la dilucién en el recipiente interno del citbmetro. Nota:

Vacie siempre el recipiente de desecho del citbmetro antes utilizarlo.
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c) Preparacion de RNAsa a [1 mg/ ml]

Materiales: Hoja de aluminio

Agitador de iman Polvo de RNAsa

Balanza analitica Puntas para 200 pl

Bata y guantes Solucién PBS

Calculadora Tubos Eppendorf de 600 pl
Marcador indeleble Vaso de precipitado de 5 ml

Micropipeta de 200 pl

Planteamiento: se requiere elaborar alicuotas de RNAsa con una concentracion de

[1 mg/ ml] para citometria de flujo.

En la balanza analitica coloque una hoja de aluminio y tare. Cologue un volumen
aprox. de 2 mg de RNAsa en polvo sobre el aluminio. Nota: No regrese nada del
polvo de RNAsa al frasco. Si por ejemplo usted toma 1.8 mg de RNAsa, entonces
utilizara 1.8 ml de solucién PBS para diluir a una concentracién de [1 mg/ ml].
Diluya la RNAsa en un vaso de precipitado con ayuda del agitador de iman a
temperatura ambiente. Haga alicuotas de 200 pul en tubos Eppendorf de 600 pl de
capacidad. ldentifique las alicuotas con el marcador indeleble y guardelas en el

ultracongelador a—70°C hasta que las vaya a usar.
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d) Fijacion de sangre en alcohol a —=70°C

Materiales: Micropipeta de 100 pl
Agitador vortex Micropipeta de 200 pl
Crioviales Muestra de sangre
Metanol a —70°C Pipeta de 5 ml

Diurex Puntas de 100 pl
Gradilla para tubos Puntas de 200 pl
Marcador indeleble Solucién BBS
Metanol absoluto Tubos para citometria

Planteamiento: fijar las muestras de sangre periférica de ardilla gris (S.
aureogaster) en metanol absoluto para conteo de microndcleos por citometria de
flujo. Nota: Para una mejor comprension de éste procedimiento, se explicara la

fijacion celular para una muestra de sangre Unicamente.

En un tubo de citometria de flujo, coloque 200 pl de solucién BBS con una micro
pipeta, a continuacién vierta 100 pl de sangre de ardilla y diluya mediante pipeteo.
Tome dos crioviales y vierta a cada uno, 2 ml de metanol absoluto a —70°C y 100
ul de sangre diluida con BBS y agitelos en vortex por 10 segundos. Identifique los
crioviales con numero y letra consecutivos (1Ay 1B) y cologue un diurex sobre la
marca para evitar que el metanol borre su identificacién. Guarde inmediatamente
los crioviales en ultra congelacién a —70°C minimo de 24 horas antes de realizar la
citometria de flujo. Nota. De cada muestra de sangre se guarda un duplicado por

si llegan a existir errores o dudas durante la citometria.

109



e) Conteo de micronucleos por citometria de flujo.

Materiales: Pipeta de 10 ml

Sangre en metanol Puntas de 20 pl

Solucién BBS Puntas de 100 pl

Agitador vortex Tubos de citometria
Centrifuga RNAsa a [1 mg/ ml]
Gradilla Anticuerpo CD71 anti—rata
Micropipeta de 20 pl Con el fluorocromo
Micropipeta de 100 pl Yoduro de Propidio

Pipeta de 1 ml

Planteamiento: se realizard el conteo de micronucleos de las muestras de sangre
de ardilla gris (S. aureogaster) previamente preparadas en metanol y con un
minimo de 24 horas de almacenaje a —70°C. Nota 1: La eleccion del anticuerpo
usado para identificar a los reticulocitos, se basé en una estandarizacion previa.
Nota 2: por motivos de precision, se hard la explicacion del procedimiento para

analizar una muestra con su duplicado, es decir Unicamente dos tubos.

En un tubo de citometria de flujo coloque 1 ml de muestra de sangre diluida en
metanol y 7 ml de solucion BBS y agitelo en vortex durante 10 segundos. A
continuacion, centrifugue a 600 g x 5 min a 4°C (equivalente a 1898 rpm x 5 min).
Retire el sobrenadante del tubo por decantacion y resuspenda la pastilla de
células en el liquido sobrante con ayuda de la micro pipeta. Tome dos tubos (tubo
Ay B) de citometria de flujo y coloque a cada uno 20 pl de muestra resuspendida y
80 ul de RNAsa a [1 mg/ ml]. En el tubo A no se colocara nada, mientras que en el
tubo B vertera 5 pl de anticuerpo CD71 anti rata.

Proceda a realizar la citometria de flujo primero con el tubo A (sin anticuerpo) para
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obtener la fluorescencia per se de la muestra sanguinea. Después analice el tubo
B, que tiene el anticuerpo DC71 para detectar los micronacleos. Nota: cuide que
los tubos se encuentren a resguardo de la luz mientras esperan el procedimiento

de la citometria de flujo.

Las muestras en esta investigacion, fueron analizadas con un citometro de flujo
modelo FACSCalibur, marca Becton Dickinson, equipado con un laser de argon a
488 nanOmetros de excitacion. Se evaluo la incidencia de micronucleos en un
conteo de 500 000 eventos celulares en sangre periférica por muestra. Nota:
Evento celular no es lo mismo que reticulocitos, por lo que, una vez hecha la
citometria de flujo es necesario analizar los resultados para diferenciar eritrocitos
maduros de reticulocitos y analizar los reticulocitos con y sin microndcleos. Por
altimo, en este trabajo se empled el programa de Cell Quest para la adquisicion y
andlisis de la las muestras después de la citometria.
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