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ABSTRACT

Sociopolitical and geographical condition of Mexico City has fomented an
increase in the level of airborne pollutants. Exposure to airborne particles of 10
pug/cm has been associated with an increase in the morbility and mortality in the
inhabitants of the polluted cities

Little evidence of the mechanisms exists as to the composition of the associated
particles the stress oxidation. In the present study the damage was evaluated
with DNA naked of the cells Balb-C 3T3 to use the assay comet and the
formation of adducts of 8-oxo-dG in cells exposed to PMjy the induce a
differential effect where the North particles produced greater damage, followed
by the Center and the South, they varied on the according collection zone and
the metals content.

The results show that there is an association between the comet assay and the
degradation of DNA, degradation was observed in the DNA from 10 yg/mL for
the case of North, Central 80 yg/mL and South from 80 and 160 pg/mL. In
respect to the damage of DNA evaluated by the comet assay a differential effect
is shown to concentration of 20 yg/mL. As for the formation of adducts this
presents a relationship completely inverse of one of what was observed in
comets.

The results indicate an association among the toxic effects observed and metals
content found in the samples, what suggests to us that composition plays an

important role in the effects of the particulate.



RESUMEN

Las condiciones geograficas y sociopoliticas de la Ciudad de México han
propiciado un incremento en los niveles de contaminacion afectando la calidad
del aire. La exposicion a las aeroparticulas con un diametro <10 ym se ha
asociado con un aumento en la morbilidad y mortalidad en los habitantes de las
ciudades contaminadas. Existe poca evidencia de los mecanismos involucrados
y de la composicion de las particulas asociadas con el estrés oxidante. En el
presente estudio se evalué el dafio al DNA desnudo de las células Balb-C 3T3
utilizando el ensayo cometa y la formacion de aductos de 8-oxo-dG en células
expuestas a PM, colectadas en el Norte, Centro y Sur de la Ciudad de México.
Se encontrd que las PM4o inducen un efecto diferencial en donde las particulas
del Norte producen mayor dafo, seguido del Centro y el Sur, dependiente de la
zona de colecta y del contenido de metales. Los resultados muestran que hay
una asociacion entre el ensayo cometa y la degradacion del DNA, observandose
un patrén de dafo diferencial en donde la degradacion del DNA se da a partir
de 10 pg/mL para el caso de Norte, Centro 80 pyg/mL y Sur 80 y 160 pg/mL. Con
respecto al dafo al DNA evaluado por el ensayo cometa se muestra un efecto
diferencial a una concentracion de 20 uyg/mL. En cuanto a la formacién de
aductos éste presenta una relacion completamente a la inversa de lo observado

en cometas. Estos resultados senalan una asociacion entre los efectos tdxicos
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observados y contenido de metales encontrados en las muestras, lo que nos
sugiere que la composicion juega un papel importante en el efecto de las

aeroparticulas.
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INTRODUCCION

CARACTERISTICAS GEOGRAFICAS Y ATMOSFERICAS DE LA CIUDAD DE

MEXICO.

La Ciudad de México es una de las mas contaminadas y pobladas del mundo.
El crecimiento industrial y el aumento en la mancha urbana, son factores que
han provocado un impacto negativo en el ambiente, todo esto producto de una
expansion sin planeacion, tecnologia e infraestructura adecuada. La zona
metropolitana de la ciudad de México (ZMCM) esta habitada por casi 20.2
millones de personas (Il Conteo de Poblacion y Vivienda 2005).

Aunado a las actividades antropogénicas, el problema de la contaminacion del
aire en la ZMCM se agrava por las caracteristicas geograficas, topograficas y
meteoroldgicas de la zona. La ciudad se localiza a 2,240 metros sobre el nivel
del mar, en una cuenca lacustre rodeada de montafias de mas de 3,000 m de
altura, caracteristica que le confiere un clima subtropical de altura. Se presenta
una estacion de lluvias de mayo a octubre y una estacion de secas el resto del
afno (Calderén-Segura et al., 2004). La temperatura anual oscila entre 5.3 y 26.5
°C, con vientos dominantes en direccion noreste a suroeste, durante los meses
frios la temperatura oscila entre 4 y 18 °C (diciembre-febrero) y en los meses
mas calurosos oscila entre 28 y 34 °C (marzo-junio) (Jiménez, 2001).

La altitud a la que se localiza la ciudad tiene como consecuencia una menor

concentracion de O, , condicidbn que altera la eficiencia del proceso de
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combustion generando mayores concentraciones de CO; e hidrocarburos (Doran
et al., 1998).

En la atmésfera de la ciudad de México existe gran variedad de sustancias
contaminantes. Entre éstas, las mas importantes para evaluar la calidad del aire
son: particulas suspendidas totales (PST), plomo, diéxido de azufre, oxido de
nitrégeno, hidrocarburos, ozono y otros oxidantes como los fotoquimicos. En los
primeros seis casos se trata de sustancias emitidas en forma directa por la
combustion y diversos procesos industriales, asi como por la erosion, los
incendios y otros fendbmenos naturales, por ello se conocen como contaminantes
primarios. El ultimo se produce en la atmdésfera como resultado de las
reacciones fotoquimicas que en presencia de la radiacion ultravioleta de los
rayos del sol se originan las lluvias acidas y el efecto invernadero (Llorénte,
1989).

Dadas las caracteristicas geograficas y antropogénicas de la Ciudad de México,
ésta se ha dividido para su estudio en tres grandes zonas: norte, centro y sur, ya
que tienen diferentes fuentes de emisidon lo cual les da caracteristicas
importantes.

La zona Norte (N) presenta principalmente una actividad industrial, que arroja
diariamente toneladas de contaminantes al aire, al suelo y a los desagues.
Aunado a esto, esta la contaminacion emitida por los vehiculos automotores
(Miranda et al., 2000).

La zona centro (C) es comercial por excelencia y presenta los mayores

problemas de circulacidn y congestionamiento vehicular, sumando a esto la
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emisién de gases y polvos asi como la falta de areas verdes es lo que conlleva a

tener los mas altos indices de contaminacion (Miranda et al., 2000).

En la zona Sur (S) la emision por contaminantes es por automoviles y fuentes
naturales (polen-suelo). Gran parte de su territorio estd asignado a usos
agricolas (36% del area total y 38.1% del area no urbanizada), presentando

grandes espacios abiertos y zonas verdes (Rosas et al., 2004)

Composicion de las aeroparticulas

En la contaminacion atmosférica se reconoce como particula a cualquier
material solido o liquido con un diametro que oscila entre 0.1 y 70 micrometros
(Mm). En conjunto se designan como particulas suspendidas totales o (PST). El
tamano, la composicion quimica y otras propiedades fisicas (Bonner et al., 1998)
y bioldgicas (Alfaro-Moreno et al., 2002; Garcia-Cuellar et al., 2002; Osornio et
al., 2003) del material particulado dependen de la fuente de origen (Miranda et
al., 2000), asi como de los cambios a que estan sujetas durante su permanencia
en la atmosfera (Jiménez, 2001) y del sitio geografico de colecta.

Las particulas suspendidas totales se diferencian segun su tamafo
aerodinamico y en ellas se encuentran contenidas las PMyy que incluye a las
particulas con un diametro aerodinamico < 10 um (PMyp) y las (PMz5) con un
didmetro aerodinamico < 2.5 um; por ultimo tenemos a las ultrafinas o nucleares
que incluyen a particulas menores de 0.1 um de diametro. Las PM4y son las que

permanecen en las vias superiores, fosas nasales, laringe y faringe, a estas se
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les conoce como fraccidn respirable y a las PMz s como inhalables, estas ultimas
se depositan mas eficientemente en el pulmoén y son eliminadas con mayor
dificultad ya que se mantienen por mas tiempo en la atmdsfera (Brauer et al.,
2001).

El origen de las PMo esta asociado a la erosion del suelo, desprendimiento de
diversas fuentes de minerales insolubles (6xidos de silicio, de calcio, de
magnesio de hierro etc). También estan compuestas por carbonatos de sodio y
otras sales, asi como por particulas de origen bioldégico dentro de las que se
incluyen bacterias, hongos, polen, algas, protozoarios, insectos y compuestos
biogénicos, como proteinas, micotoxinas y endotoxinas bacterianas
(Suarez,1991; Rosas et al.,1995; Lang,1996; Miranda et al., 2005).

Se ha visto que aproximadamente el 18% de las particulas provienen de la
industria y un 26% son originadas por las emisiones de vehiculos automotores
(Cometravi, 1997). El origen geoldgico de las particulas esta caracterizado por
Al, Si, Fe, Mg y Ca (Miranda et al., 2000). El 1% lo conforman las particulas
originadas por los establecimientos o lugares donde se desarrollan actividades
de tipo industrial y las emitidas por ambientes domésticos y de servicio en
cantidades relativamente pequenas. En tanto que el origen de las particulas
finas y ultrafinas se debe a emisiones y procesos de combustion o bien por
reacciones quimicas atmosféricas; generalmente estan constituidas de carbono
elemental y compuestos organicos (hidrocarburos poli-ciclicos aromaticos y

productos de reaccion fotoquimica) metales, nitratos, iones amonio, acidos y
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sales utilizadas; componentes que le confieren acidez a las particulas (Fortoul et

al., 1996; Miranda et al., 2000).

PM,, y estudios epidemiolégicos

La exposicion a PMy ha generado un area de estudio de gran interés, ya que en
recientes afos se ha reportado que por cada incremento de 10 pg/m3 de PMyo
hay un aumento de 4 a 8 % en la mortalidad diaria relacionada con problemas
cardiovasculares como disritmias, isquemias y cancer de pulmén (Pope et al.,
2003), si bien los mecanismos mediante los cuales las PMyy inducen dafo
fisiopatoldgico son poco conocidos, actualmente sabemos que este incremento
en la mortalidad diaria ha ido aumentando de un 8 a 18 % asociado a problemas
cardiovasculares por particulas finas en fumadores (Pope et al., 2004). En la
ZMCM a mediados del los 90 se mantuvieron las condiciones ambientales, en
donde el incremento en ozono se asocié con sintomas respiratorios ademas de
problemas oculares (Sanchez et al., 2004). En la Ciudad de México se ha
reportado que un aumento de 10 pg/m? se asocia con una elevacién del 1.4 %
de mortalidad diaria en personas mayores de 65 afios, ademas de problemas
cardiovasculares (Borja-Aburto et al., 1998). Se conoce que las particulas
contienen metales asi como otras sustancias de origen inorganico y éstas tienen
la capacidad de generar un estrés oxidante que se ha asociado con problemas
pulmonares y cancer en pacientes expuestos a estas particulas (Donalson et al.,

2003; Delfino et al., 2005) también se sabe que las PMig y PM25s inducen un
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estrés oxidante en células de pulmon de rata medido por malonaldehido (Jin-
Hyunk et al., 2004).

Si bien poco se sabe de los mecanismos mediante los cuales las PM’s inducen
dafio a la salud, en los ultimos afios el estrés oxidante ha sido uno de los
principales mecanismos de dafo por PM’s propuestos; donde los metales de
transicion asi como en LPS y los hidrocarburos poli-ciclicos aromaticos juegan

un papel importante en inducir estrés oxidante.

ESTRES OXIDANTE

El estrés oxidante ocurre cuando hay un desbalance entre antioxidantes vy
oxidantes producidos durante el metabolismo normal celular (Fig 1). En este
metabolismo el dafo celular es inducido por las especies reactivas de oxigeno
como: el radical hidroxilo, super oxido y peroxido de hidrogeno. La fuente natural
de ERO’s in vivo es la respiracion aerdbica en donde se producen compuestos
xenobidticos asi como por la B-oxidacion de acidos grasos y la activacién del
metabolismo de P450 (sistema enzimatico del metabolismo de xenobidticos de
fase ). Bajo condiciones normales el mecanismo de proteccion esta dado por la

super oxido dismutasa (SOD), catalasa o glutation peroxidasa (GSH).
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Fig 1.- Mecanismos involucrados en el dafio celular provocados por la accion de los radicales

libres.

Dentro de los antioxidantes no enzimaticos se encuentra la vitamina C, el acido
urico y los flavonoides polifendlicos dentro de los cuales se encuentran las
vitamina A, E y los B-carotenos asi como la ubiquinona o Coenzima Q (Valko et
al., 2006)

El estrés oxidante también ocurre por exposicion del organismo a agentes
ambientales (Fig 2). Este desequilibrio puede alterar procesos celulares entre
ellos la traduccion de senales, la expresién génica, la proliferacion celular y la
muerte celular entre otros. Cuando se pierde este equilibrio, también se pierde el

control de procesos celulares como los mencionados anteriormente provocando
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dafo celular, el cual puede mediar o llevar a un estado apoptético de

proliferacion celular, senescencia, cancer o a la muerte del organismo (Ariza et

al., 1999).
Metales y
— NADPH PI3 KiNasa e ras | Factor de f—
oxidasa crecimiento
v X

Citoplasma

Mitocondria Ca +t

HIF-1 | NF-kB r 4 NF AT |

Nucleo

Regulacion del
crecimiento
celular

Metales

Fig 2. Interaccién de metales y ERO’s activando vias de sefializacion causando respuestas a

nivel celular. Tomado de (Valko et al., 2006)

La pérdida del control en el balance oxidante esta relacionada al uso de oxigeno
molecular por la célula y éste puede contribuir en menor o mayor grado a la
toxicidad celular (Valko et al., 2006). Aunque es inevitable la generacion de
especies reactivas debido a que tienen funciones fisioldgicas en la célula (Fig 1)
y en diferentes niveles del organismo, es importante contar con suficientes

antioxidantes y enzimas para prevenir o limitar el dafio que estas especies
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pueden generar. Se ha estimado que las células de mamiferos presentan
aproximadamente 10,000 oxidaciones por dia como resultado de la formacion de
especies reactivas de oxigeno, las cuales son capaces de destruir bacterias asi
como inactivar enzimas, interactuando con lipidos, proteinas, carbohidratos y
acidos nucleicos (Lloyd y Phillips,1999).

La sobreproduccion de especies oxidantes y radicales libres, la
descompartamentalizacion de los complejos ionicos presentes en algunas
macromoléculas de importancia biologica y la modificacion de las defensas
contra radicales libres son algunos de los efectos del estrés oxidante generado

en la célula (Valko et al., 2006)

Radicales libres y Especies Reactivas de Oxigeno (ERO’s).

Un radical libre es cualquier especie capaz de existir de manera independiente
con uno o mas electrones no apareados, debido a que son altamente reactivos,
tiene un tiempo de vida media corto y pueden comportarse como donadores o
aceptores de electrones. Pueden estar cargados positiva o negativamente o
estar eléctricamente neutros. Los radicales generados tienen la capacidad de
reaccionar con un no radical para dar lugar a un nuevo radical. Son producidos
por procesos fisiologicos celulares y también por exposiciones a algun agente
ambiental como luz UV y metales (Figs 1 y 2). Se forman en comportamientos

como los lisosomas, mitocondrias, peroxisomas, membrana celular y reticulo
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endoplasmico. En el caso de la mitocondria, la eliminacion de electrones del
oxigeno genera radicales libres (Waris y Ahsan, 2006).

El metabolismo del oxigeno va acompafado por una reaccién de transferencia
de un electron que involucra la generacidon de especies reactivas de oxigeno. La
formacion de los radicales libres puede estar catalizada por metales de
transicion, por la formacidén de productos reactivos y por oxido-reduccion via la
reaccion de Fenton.

Esta reaccion comprende la utilizacion de Fe en presencia H,O,, generando asi
el radical hidroxilo, el cual es uno de los principales radicales que puede causar
dafo a DNA y a otras macromoléculas. La reaccion de Haber-Weiss es muy
importante por que se lleva a cabo la reduccién del metal por O, * generando
peréxido que asu vez via una reaccion de Fenton genera radicales hidroxilo. La
reaccion se muestra de la siguiente manera:

Reaccion de Fenton

Fe2+H202—» Fe3 + OH- + OH.

Reaccion Haber-Weiss

Fe’+ 0, — > Fe’+ 0

Fe?*H, 0, —  * Fe® +OH- + OH

O, +Hy Oy _»Oz + OH- + OH

Diversos estudios implican a las especies reactivas en diferentes procesos
patolégicos como: enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares,

ateroesclerosis y carcinogénesis (Ariza et al., 1999).
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Las especies reactivas de oxigeno son ejemplo de radicales libres y aunque
existen también especies reactivas de nitrégeno, son las de oxigeno las mas
ampliamente estudiadas.

El oxigeno esta unido por dos electrones formando un enlace covalente y dos
electrones no apareados, esto hace que el oxigeno tenga la habilidad de oxidar
otra molécula mediante la aceptacion de un par de electrones. El oxigeno
transfiere un electron lo que produce radicales de oxigeno. La actividad
molecular puede aumentar moviendo electrones pero esto requiere energia y

genera oxigeno en singulete (Ariza et al., 1999)

Principales especies reactivas de oxigeno

Oxigeno singulete. El oxigeno singulete puede originarse a partir del H,O,, por
la accidn de la mieloperoxidasa, produciéndose el anion superoxido teniendo un
tiempo de vida de microsegundos (Ariza et al., 1999)

Esta molécula no es un radical, pero reacciona con moléculas biolégicas como
los lipidos de membrana y el DNA, en el cual produce el rompimiento de una de

sus hebras.

Anién superoxido. Este radical es producido por la reducciéon molecular del
oxigeno en singulete. Se forma del 2 % del oxigeno reducido por las
mitocondrias. Tiene reactividad quimica limitada comparada con otras ERO’s, no
es capaz de cruzar las membranas bioldgicas, su protonacion produce el radical

hidroperoxilo y tiene un tiempo de vida de microsegundos.
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La disociacion del superoxido en soluciones acuosas se relaciona con su
capacidad de dismutar, eso quiere decir que la misma especie es oxidada y
reducida a la vez en una misma reaccion, esta caracteristica es mas rapida en

soluciones acuosas acidas (Waris y Ahsa, 2006)

Peréxido de hidrogeno. Esta molécula no es un radical, se forma por la
dismutacion del anién superoxido y por las oxidasas celulares. Se ve involucrado
en diferentes procesos biologicos como la proliferacién celular, expresion
genética y la transduccion de sefales. Puede penetrar membranas biologicas
por difusion, convirtiéndose en el radical hidroxilo u otro oxidante univalente, es
decir, es capaz de generar radicales libres por la interaccion de un metal de

transicion (Waris y Ahsa, 2006)

Radical hidroxilo. El radical hidroxilo se puede generar en sistemas biologicos
por diversas reacciones, por ejemplo Fenton o Haber-Weiss. Una de las fuentes
de generacién del radical hidroxilo es la irradiacion ionizante, dado que el
constituyente mas abundante de las células es el agua, la exposicion a
radiaciones de alta energia (rayos y) resulta en la produccion de radicales
hidroxilo. Estos son responsables del dafo al DNA, proteina y lipidos (Waris y

Ahsa, 2006).
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MODELOS DE ESTUDIO

La formacion de radicales libres via reaccion de Fenton y su efecto en
biomoléculas se ha estudiado tanto en sistemas in vivo como in vitro. En un
estudio realizado utilizando como modelo la induccion de cambio conformacional
del plasmido $X174 al sufrir corte en una o dos cadenas de su DNA, se evalu¢ el
dafo oxidante que producen los radicales hidroxilo producidos via reaccion de
Fenton que se atribuye al hierro presente en las fibras de asbesto evaluadas,
esto debido a que, cuando se utilizdO manitol como atrapador de radicales
hidroxilo, éste fue capaz de proteger parcialmente el dafio al plasmido (Gilmour
et al., 1996). En el plasmido Bluescript se han visto rompimientos de 1 6 2
cadenas del DNA en presencia de compuestos como Tiol/Fe*"O, y S-
nitrositol/H,O, (Jee-Woo et al., 1994). En este mismo modelo, previamente se
habia descrito el rompimiento de 1 y 2 cadenas de DNA, al incubar el plasmido
con CuSO4 mas H,0O, Estos rompimientos disminuyen al utilizar EDTA en el
sistema, por lo que se deduce que el cobre, via una reaccion tipo Fenton, esta
mediando este dano (Lloyd y Phillips ,1999).

Se ha evaluado que las PMyo inducen dafio oxidante al DNA, observado en el
plasmido $X174 sefialando que el Fe juega un papel importante en la generacién
de radicales libres con capacidad de dafar al DNA. En este sistema utilizaron
quelantes de metales como la ferrozina para Fe?* y deferoxamina para Fe* y

observaron una proteccion parcial del plasmido (Gilmour et al., 1996)
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En cultivos celulares, se ha encontrado que las PM’s son capaces de inducir
dafio al DNA. Otra manera en que se ha evaluado dafio a DNA por PM’s es
mediante la técnica del cometa que bajo condiciones alcalinas el contenido
genético migra durante el corrido electroforético en el gel de agarosa, podemos
mencionar trabajos como el de Alfaro-Moreno et al., (2002) en donde evalud el
dafio al DNA de las PMy, de tres zonas de la Ciudad de México y observo dafio
en Norte, Centro y Sur de manera diferencial N>C>S. También se ha visto que
las PM1g y PM2 5 de la Ciudad de México inducen dafio al DNA en células A549
evaluado por el ensayo cometa (Gutiérrez-Castillo et al., 2006).

Otra evaluacién importante para medir dafio oxidante producido por el material
particulado es mediante la formacion de aductos de 8-oxo-dG, utilizado modelos
in vitro que han permitido identificar la capacidad para producir dano al DNA e
identificar componentes de estos materiales que estan participando en la
generacion del dafo (Sorensen et al., 2005). Tal es el caso en donde se ha
utilizado DNA desnudo de esperma de salmon, el cual al ser incubado con
Hierro, sulfato de cobre o niquel Il en presencia de H;O,, ocurrié dafo al DNA
medido por formacion de aductos 8-OHdG y cuando se uso EDTA como
quelante de metales y manitol como un atrapador de radicales libres, el dafio al
DNA fue menor, lo que sugiere que en la produccion del dafo participan los
metales, que via una reaccidn de Fenton originan radicales libres (Lloyd vy
Phillips, 1999). Esta presencia de radicales libres también se ha asociado a
particulas generadas por la combustion de ROFA que se sabe estan

compuestas de sulfatos, silicatos, compuestos nitrogenados y metales como V,
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Fe, Ni, Cr, Co y Mg (Ghio et al., 2002). Los autores concluyen que el estrés
oxidante juega un papel importante en el riesgo de cancer pulmonar por la

generacion de radicales libres via reaccion de Fenton

Dafio al DNA por PM’s

El dafio al DNA por compuestos xenobibticos tales como hidrocarburos poli-
ciclicos aromaticos, aminas aromaticas y nitrosaminas, es debido principalmente
a la formacioén de aductos, los cuales pueden causar mutaciones y llevar a la
induccion de tumores en modelos animales (Phillips et al., 1993).

Los niveles de aductos pueden medirse en desordenes clasicos como es la
enfermedad de Wilson en la que hay una acumulacion anormal de cobre que se
ha asociado a dafo oxidante y estrés (Nair et al., 2003).

La actividad de oncogenes o la inactivacion de genes supresores de tumor son
un potencial de estimulacion de sefales, alterando la expresion de genes que
conllevan al desarrollo del cancer; expresion que se ha visto alterada por la
presencia de estrés oxidante (Cerda y Wetzman, 1997). Las PMy, inducen
generacion de radicales libres en la superficie celular y éste es uno de los
mecanismos mediante los cuales las PMy, ejercen su potencial patogénico y se
ha descrito que la activad de estos radicales libres causa en ratones inflamacion
pulmonar y dafo epitelial (Li et al., 1996). Se ha visto que las PMy, activan
sefales que podrian participar en el desarrollo de cancer de pulmoén, por la

expresion de algunos genes que juegan un papel muy importante en la
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inflamacion, como las MAPKSs, el factor nuclear NF-kappaB, AP-1y la acetilacidon
de histonas (Donaldson et al., 2003)

Se sabe que las células Balb-C 3T3 expuestas a material particulado (15 pm)
forman agregados o colonias en agar muy parecido a lo que se observa con
Benzo (a) pireno, lo que sugiere que estas particulas pueden ser carcinogénicas
(Zelikoff et al., 1985).

En un estudio de mutagénesis realizado con la prueba de Ames en Salmonella
typhimurium, se determindé el dafio genotoxico asociado a las PMyo de la zona
centro y sur de la Ciudad de México, observandose un efecto mayor con las
particulas del centro que del sur debido a que se ha encontrado mayor cantidad
de hidrocarburos poli-ciclicos aromaticos en estas muestras colectadas en
centro de la ciudad (Villalobos-Pietrini et al., 1995). Asi mismo se ha demostrado
que en Drosophila melanogaster hay mutaciones en las alas de estos dipteros
cuando son expuestas a PMyo de la Ciudad de México de dos zonas centro y sur
en donde la diferencia es mayor en centro debido al contenido de material
organico (poli-ciclicos aromaticos) (Delgado et al., 1999).

Por otro lado se ha visto que las PMy, producen citotoxicidad y dafo genotoxico
evaluado por cristal violeta y ensayo cometa en donde los efectos son
diferentes, de acuerdo a la zona de colecta. (Alfaro-Moreno et al., 2002). Las
particulas también producen efectos citotoxicos y proinflamatorios; utilizando
particulas PMyoy PM2 5 del sureste (Iztapalapa) y noreste (centro) de la Ciudad
de México, los resultados muestran que las particulas PM4o del sureste son dos

veces mas toxicas causando la secrecion de citocinas proinflamatorias. La
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toxicidad medida por apoptosis fue la misma en PMyy y PM;, 5 pero el material
colectado del noreste para los dos casos fue mas toxico (Osornio-Vargas et al.,
2003). El autor menciona que las PMys inducen citotoxicidad a través de
mecanismos independientes de la endotoxina que probablemente sean por los
metales de transicion que se sabe se encuentran en las particulas y que para el
caso de las PMy, este sea a través de un mecanismo dependiente de la
endotoxina.

Extractos organicos de las PMg de tres estaciones del afio durante los meses
de abril, agosto y noviembre se ha visto que son capaces de inducir dafo
citotoxico (muerte celular) y genotdxico evaluado por medio del intercambio de
cromatidas hermanas, relacionandose con la época de colecta en donde fue
mayor en noviembre comparada con abril y agosto (Calderén-Segura et al.,

2004)
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JUSTIFICACION

La contaminacion ambiental ha sido uno de los principales males que aquejan a
nuestra ciudad por sus efectos nocivos en la salud y en donde el material
particulado presente en el aire, contribuye de forma importante ya que son
particulas que por su composicion y capacidad de penetracién en las vias
respiratorias tienen efectos dafiinos a la salud, conclusién apoyada por una gran
diversidad de estudios epidemioldégicos (Borja-Aburto et al., 1998; Levy et al.,
2001; Pope et al., 2002). Por estas razones las células del aparato respiratorio
tendran mayor probabilidad de estar expuestas durante largos periodos de
manera directa a los diversos componentes que estén asociados a esas
particulas. Dichos compuestos pueden ser gradualmente removidos vy
subsecuentemente trasportados a través de la membrana alveolar al torrente
sanguineo y hacia otros tejidos sensibles que pueden quedar expuestos. La
importancia de identificar a los componentes presentes en las particulas con
capacidad para producir dafio y ademas evaluar su potencia para producirlo, nos
permitira cada vez obtener mayor conocimiento acerca de como los diferentes
componentes de las PM’s son capaces de generar ese dafo, de esta forma
podremos disefar estudios que permitan profundizar en el estudio de los efectos
toxicologicos de las PM’s, ligados a las fuentes de emision de contaminantes
que influyen en su composicion.

Por otra parte el estudio de los mecanismos celulares y moleculares
involucrados en el manejo celular podrian determinar alteraciones celulares con

consecuencias para la salud.
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En cuanto a la composiciéon se ha determinado que estas particulas contienen
una gran variedad de componentes entre los que hay que destacar la presencia
de diversos metales (Bonner et al., 1998). Para fines de este trabajo, es
pertinente enfatizar que se conoce que algunos metales en presencia de H,0,
son inductores de reacciones tipo Fenton, con la consecuente generacién de
radicales hidroxilo que en un sistema in vitro, se originan al interactuar un metal
divalente con el peroxido de hidrogeno. Para evaluar el dafio a macromoléculas
como el DNA, de los radicales libres inducidos por las PM’s se han utilizado
tanto quelantes de metales como atrapadores de este radical como son los
casos de la deferoxamina que atrapa al Fe Ill impidiendo la produccion de
radicales libres via reaccion de Fenton y del manitol que atrapa los radicales OH
generados en el sistema. Debido a que las PMj, contienen metales
consideramos que es importante conocer cual es el potencial que tienen para
inducir dafio al DNA y relacionar si éste se asocia al contenido de metales, para
lo cual utilizamos a las PMyo colectadas en la Ciudad de México, de las cuales
conocemos que tienen diferente contenido de endotoxinas y metales como: Cu,
Fe, Ni, V, Zn, Pb (Bonner et al., 1998) que inducen efectos bioldgicos de forma
distinta, debido a la diferente composicidn que tienen las particulas influenciada
por la asociacion de contaminantes especificos caracteristicos de cada zona de
la ciudad en donde fueron recolectadas. Para realizar este estudio, utilizamos
primeramente un sistema in vitro que consiste en interactuar a las particulas con
el DNA aislado de la linea Balb-C 3T3 en presencia de 1mM de H,O, y para

identificar si los metales encontrados en estas particulas participan en la
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induccion del dafo, utilizamos deferoxamina y manitol. EI empleo de este
sistema nos permite identificar si el componente metalico de las PM’s es capaz
de producir dafo. Posteriormente empleamos cultivos celulares para evaluar el
dafio al DNA mediante el ensayo de cometas y la evaluacion de aductos de 8-
oxo-dG y conocer si existe relacion con el contenido de metales de las PM’s

utilizadas y si hay diferencias en las zonas utilizadas.
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Hipotesis:

1. Las PMyo de la Ciudad de México induciran dafio en el DNA asociado al
contenido de metales.

2. El dano al DNA causado por las particulas estara asociado a su potencial

oxidante via reaccién de Fenton.

Objetivo General:
Determinar si las PM4o de la Ciudad de México (1991), son capaces de inducir
dafio al DNA en células Balb-C 3T3 (desnudo in vitro, cometas y 8-oxo-dG en

cultivo celular)

Objetivos particulares.

1. Evaluar la induccién de dafo oxidante al DNA desnudo expuesto a PMyo del
Norte, Centro y Sur de la Ciudad de México

2. ldentificar si las particulas con diferente contenido de metales, inducen
efectos diferenciales en el DNA en células expuestas, utilizando el ensayo de
cometa.

3. Evaluar la formacién de aductos de 8-oxo-dG en células expuestas

4. Analizar si el dafio al DNA producido por las PM4y de la Ciudad de México es
inhibido mediante la utilizacion del manitol (antioxidante) y la deferoxamina

(quelante de metal Fe **)
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MATERIAL Y METODOS.

Area de estudio:

La recoleccién de las particulas se llevd a cabo en la Ciudad de México durante
el afno de 1991, seleccionando tres zonas de la Ciudad con caracteristicas
contrastantes ligadas a las fuentes de emision de los contaminantes: Una zona
industrial, una zona comercial con alto trafico vehicular y una zona de tipo
residencial. Las particulas fueron donadas para su estudio por la Red

Automatica de Monitoreo Atmosférico de la Ciudad de México (RAMA)

Zona norte (N).

La estacion de monitoreo se encuentra dentro de las instalaciones del Instituto
Mexicano del Petroleo, ubicado en Eje Central "Lazaro Cardenas" No.152,
Colonia San Bartolo Atepehuacan, Delegacion Gustavo A. Madero, México D.F.
CP 07730. La Estacion de Monitoreo se localiza en la azotea del edificio de

“Sismologia” (inmueble de dos niveles de construccién) a un altura de 13.5 m

Zona centro (C).
La estacion de monitoreo se encuentra en la azotea del centro de salud Dr. Luis
E. Ruiz, localizado en la Avenida Congreso de la Unidn No.148, Colonia Merced

Balbuena. Delegacion Venustiano Carranza. México D.F., a una altura de 4.5m.
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Zona sur (S).

Las muestras de aeroparticulas de la zona sur se obtuvieron en la Delegacion
Alvaro Obregén, calle Cafiada No.370 esquina con Avenida Crater, Colonia
Pedregal de San Angel. La estacién de monitoreo esta en la azotea de la

escuela primaria “John F Kennedy” a una altura de 4.5 m.

Colecta de las aeroparticulas

Las aeroparticulas fueron colectadas en 1991 y los muestreos se realizaron 4
dias por semana. La colecta se efectué con un muestreador para PMy, de
grandes volumenes (GMW modelo 1200VFC HVPM10 Sierra Andersen,
Smyrna, GA USA), cuyo funcionamiento se fundamenta en el fraccionamiento de
las particulas por su distribucion en tamafios. El muestreador colecta particulas
con un diametro aerodinamico < 10 ym, a un flujo de 1.13 m°/min que se
mantiene con un controlador de flujo (Andersen Sampler Inc. 1984). Se utiliz
como soporte de colecta filtros de fibra de vidrio tipo A/E de 20.3 x 25.4 cm
61638 (Gelman Sciences, Ann Aibor, Ml USA). Los filtros fueron previamente

estabilizados por 24 horas en un cuarto de temperatura 22 °C + 3 °C a una

humedad de 50 % + 5 % constantes.
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Obtencion de PMyo

Para recuperar las aeroparticulas, los filtros fueron sonicados en seco (sonicador
Branson modelo 5210, Branson Ultrasonics Corporation, USA) durante dos
horas y posteriormente se realizé un barrido cuidadoso con un pincel de pelo
fino, para evitar el desprendimiento de fibras del filtro. Una vez obtenidas las
particulas, se mezclaron y guardaron en viales libres de endotoxinas (tratadas a
200 °C por 4h) y se almacenaron en un desecador a 4 °C hasta su uso. Las
concentraciones de las particulas PM4q para células adheridas utilizadas fueron
en pg/cm? y cuando los experimentos fueron en volumen se utilizo ug/mL. En
este trabajo se mantuvo una equivalencia de 1 pg/cm? = 2 pg/mL (Alfaro-Moreno

et al., 2002) cuando se expuso en solucion.

Cultivo de la linea celular Balb-C 3T3.

En este trabajo se utilizé la linea celular Balb-C 3T3 la cual fue obtenida de la
ATCC, las células se cultivaron en cajas de 75 cm? (NUNC Brand Productos)
con medio DMEM (Gibco BRL) suplementado con suero fetal bovino (Gibco
BRL) 10 %; y se incubo a 37 °C en presencia de CO; al 5 % hasta que llegaron

a confluencia.

Extraccion y cuantificacion del DNA de la linea celular Balb-C 3T3
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El DNA se extrajo de 1 x 107 células de Balb-C 3T3 con un kit comercial [DNA
isolation Kit for cells and Tissue Cat No. 1814770 (Roche)]. Este Kit fue utilizado
porque en la extraccion del DNA no se usa fenol-cloroformo que puede inducir
dafio oxidante al DNA, ni EDTA el cual es un quelante de metales. Se retir6 el
medio de las cajas de cultivo, se hicieron dos lavados con PBS, se agregaron 3
ml de amortiguador de lisis y se resuspendio. El lisado se pasé a un tubo de
ensaye previamente estéril y se agregaron 2 ul de proteinasa K y se mezclé por
inversion. Se incubaron a 65 °C (Temp-block Equatherm) por 2 h. Se le adicioné
100 pl de RNasa, se mezcld y se incubo6 a 37 °C durante 1 h.

Se le afadio 1.2 mL de la solucion de precipitacion y se mezclo. Se incubaron en
hielo por 5 min y se centrifugaron a 26,900 g a 20 °C + 5 °C durante 20 min
(Beckman XL 90) con un rotor Ti 50. Se colectd el sobrenadante en tubos
conicos de polipropileno para centrifuga de 15 ml (Falcon). Se agregd 0.7 mL
del isopropanol y se centrifugé a 1,370 g por 10 min a temperatura ambiente
(Sorvall RC-5B) y se decant6 el sobrenadante. A la pastilla se le agregaron 2 mL
de Etanol al 70 % y se centrifugd a 1,370 g por 5 min. Finalmente el DNA se
resuspendié en H,O bidestilada y se cuantificé en un espectrofotometro a una
absorbancia de 260 nm y 280 nm (Beckman DU 650).

La integridad del DNA se verificé corriendo 100ng de DNA en un gel de agarosa
al 1.5% usando como referencia de tamafio el fago A cortado con Hind llI
(Invitrogen No Cat 15612-013). La muestra corrié a 100 volts (Fuente de poder
Bio-Rad 1000/500) por una hora utilizando amortiguador TBE [(Tris base 0.5M,

acido bérico 0.5 My EDTA 0.5M pH 8.0 (Gibco BRL)]
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Exposicion de DNA a PMyg

Las particulas se pesaron en viales libres de endotoxina y como testigo se
utlilizaron particulas del Monte Santa Helena las cuales no contienen metales
detectables. Las particulas se esterilizaron en una autoclave (Hirayama Modelo
HA-300MII) previo a su utilizacién a 121 °C por 20 min a una presion de 2.425
libras/cm? y posteriormente se resuspendieron en 3 mL de H,O desionizada. La
reaccion de las particulas con el DNA se hizo utilizando 400 ng de DNA con las
particulas a concentraciones de 5, 10, 20, 40, 80 y 160 pg/mL. Las muestras se
incubaron a 37 °C con agitacion por 24 h (Incubador rotatorio Lab-Line). A la par
se corrieron los experimentos en presencia de 1TmM de manitol 6 1 mM de

deferoxamina.

Evaluacion del dafio al DNA mediante el Ensayo Cometa

Se sembraron 5 x 10° células Balb-C 3T3 por pozo en cajas de 6 pozos de 9.5
cm? con medio DMEM (Gibco BRL) mas 10 % de suero de ternera (Gibco BRL),
se dejaron crecer a 37 °C con 5 % de CO, durante 48 h. Posteriormente se
expusieron a 20 uyg/mL de PMy, del Norte, Centro y Sur y se incubaron en las

mismas condiciones mencionadas arriba durante 24 h.
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Las células expuestas se cosecharon con PBS-EDTA y se tomaron 27,000
células las cuales se resuspendieron en 200 yl de agarosa de bajo punto de
fusién (Sigma) al 2 % (fundida en amortiguador de corrida) (tris 10mM EDTA
1mM, pH 7.4). Posteriormente se distribuyeron en camas de agarosa (las camas
se realizaron en rectangulos en donde se vertié agarosa al 2 % fundida en el
buffer de corrida). Se dejo solidificar 3 min. Posteriormente se digiri6 con
amortiguador de digestion (Tris 10 mM, EDTA 100 mM, NaCl 2M, TritonX 100 al
1 %, pH 10), por 10 min. Las camas se sumergieron en amortiguador de
desenrollamiento (NaCl 100 mM EDTA 1mM) por 5 min. Se hizo un lavado con
amortiguador de corrida (tris 10mM EDTA 1mM, pH 7.4) por 5 min. Las muestras
se corrieron a 50 volts por 30 min en una camara de electroforesis (Horizon 58
Gibco BRL). Una vez realizado el corrimiento electroforético se agregé bromuro
de etidio 1 uyg/mL goteado sobre la preparacion. Se observaron y capturaron las
imagenes de los cometas con un microscopio de fluorescencia (BX 40F;
Olympus Tokio, Japdn). Para el analisis de datos se midié la longitud de los
cometas en um tomando el valor desde la cabeza del cometa hasta la cola del
mismo utilizando un analizador de imagenes (PC Image J / Windows 3.1). Los
resultados se presentan como medianas, maximos y minimos y percentiles 25 y
75. Para comparar los grupos se realizé un ANOVA de 1 via, aplicando el
programa STATA 7.0 (Stata, college Station, TX). Se consideraron diferencias

significativas cuando la p<0.05.
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Determinacién de 8-oxo0-2 deoxiguanosina (8-oxo-dG)

La medicion de aductos de 8-oxo-dG se realizd6 mediante el método analitico de
HPLC con deteccion electroquimica. Esta técnica permite evaluar los niveles de
8-0x0-dG en condiciones oxidadas.

Las células Balb-C 3T3 fueron expuestas a 20 ug/mL. El DNA se extrajo usando
un kit para aislar DNA [(DNA aislation kit for cells and Tissue Cat No 1814770)
(Roche)]. EI DNA fue disuelto en un amortiguador AE (Qiagen). Se tomaron 100
Mg de DNA que fueron digeridos como se describié previamente (Huang Xi et al.,
2001). Las incubaciones fueron desarrolladas de la siguiente manera, se le
agrego 1 ul DNAasa1 y se incubd por 30 min a 37 °C, se tomaron 0.5 ug/ul de
NP1 (nucleasa) a pH 5.2 y se incub6 por 60 min a 37 °C, posteriormente se
tomaron 0.5 nug/ul de fosfatasa alcalina a pH 7.6 y se dejé incubando por 30 min
a 37 °C, finalmente se agregaron 0.5 pg/ul de fosofodiesterasa | y
fosfodiesterasa Il a pH 8 y se incubd por 30 min a 37 °C. La incubacion fue
mezclada y filtrada a través de una membrana de 0.5 ym (Milipore, Bedford,

MA). Se utilizé6 0.1mM (DTPA) quelante de hierro para prevenir la oxidacion
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artificial de DNA. Veinte microlitros de la hidrélisis fue analizada por HPLC. El
HPLC-ECD es un detector de captura electronica electroquimica, que es
controlado por un software para analisis quimico 7.01 (Tecnologia Agilent, San
Diego CA). Se utilizo un acolumna C4g de 75 x 4.6 mm cuyo tamafio de particula
es de 5 ym (Alltech, Deerfield IL) y una columna YMC ODS-AQ 4.6 X 15 cm,
120A, 5.5 (Millipore, MA). La fase movil consiste en un 8 % de metanol
conteniendo 50 mM de amortiguador de acetato de sodio (pH 5.2). La elusién
fue isocratica con una tasa de reflujo de 0.8 mL. La concentracion de dG fue
monitoreada con base en la absorbancia de 245 nm y la concentracion de
80OHJG se establecio en la lectura electroforética (400 mV). Los niveles fueron
cuantificados usando una curva estandar para cada componente. La oxidacion

de DNA fue expresada en OHdG por 10%dG.

Analisis Estadistico

El analisis se realiz6 a los datos obtenidos con el ensayo cometa fue una prueba
parameétrica como es el caso de ANOVA (Bonferroni, p< 0.05) y una prueba no
parameétrica como la distribucion de frecuencias medido en cajas, percentiles 25

y 75. El nivel de significacion se considero siempre por debajo de 0.05.
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RESULTADOS

Dano a DNA desnudo inducido por PMy, de la Ciudad de México (Norte,
Centro y Sur)

Para evaluar si las PM4, de la Ciudad de México inducen dafio a DNA vy el
mecanismo mediante el cual lo inducen se utilizo DNA desnudo de células Balb-
C 3T3 y se expusieron a PM4o del Norte [5, 10 y 160 pg/mL] a Centro y Sur [5,
80 y 160 pg/mL] en presencia y ausencia de 1mM H,O, Las particulas de la
Ciudad de México inducen degradacion de DNA solo en presencia de H;0O;
como se muestra en la Fig 3 (H2O3) Las particulas del Monte Santa Helena [160
Mg/mL] no inducen ningun tipo de dafio ni en presencia, ni en ausencia de H,O,
ya que estas particulas no contienen metales. Como testigo positivo de dafo
oxidante estrés se utiliz6 una reaccion tipo Fenton en la cual se usé CuSOy4
[5mM] H,O2 1mM] y esta fue capaz de degradar completamente el DNA. Las
particulas del Norte degradan el DNA a partir de 10 ug/mL de PM4, demostrando
una potencia mayor que las particulas del Centro en donde la degradacién del
DNA se observo a partir de los 80 ug/mL, si bien para la zona Sur se empieza
haber una degradacién a partir de los 80 ug/mL es menor que para Centro en
esta misma concentracion y a partir de 160 ug/mL se observa una degradacién
contundente, por lo tanto esta degradacién es dependiente de la zona (Fig 3) y
se observo que las particulas del Norte tiene mayor potencia que Centro y Sur,
correlacionando con el contenido de metales presentes en las particulas de cada

zona segun los datos reportados por Bonner 1998 (Tabla 1) el mecanismo
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mediante el cual las PM’s inducen dano a DNA desnudo es mediante la
participacion de una reaccion tipo Fenton, y el dafio solo ocurrié en presencia de
H.O, y entre mayor es el contenido de metales mayor es el dafio al DNA. El

gradiente de dano se presentd N>C>S.
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Fig. 3. Degradacion de DNA desnudo de células Balb-C 3T3 por PMy, de tres zonas diferentes
de la Ciudad de México. (A) Gel de agarosa al 1.5 % con 400 ng de DNA expuesto a PM,, Norte
[5,10 y 160 ug/mL], Centro y Sur [5, 80 y 160ug/mL], por 24 h en presencia o ausencia de H,0,.
(B) Gel de agarosa al 1.5% donde se muestra el resultado de la incubacién del DNA con las PMs
en presencia

de manitol o deferoxamina (1mM).
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Por otro lado, cuando el DNA es incubado con un atrapador de radicales libres
(manitol) y un quelante de metales (DFO), las PM’s fueron incapaces de inducir
dafio al DNA (Fig 3 ay b), debido a que ambos compuestos protegieron al DNA,
nosotros podemos decir que el dafio de las PM’s es dependiente de metales y

de estrés oxidante.

Dafio a DNA de células Balb-C 3T3 inducido por PM4, de la Ciudad de
México (Ensayo Cometa)

Para evaluar si las PMy de la Ciudad de México son capaces de causar dafio al
DNA en células en cultivo, se utilizé el ensayo cometa. Las células Balb-C 3T3
se expusieron a 20 pg/mL de PMy, de las tres diferentes zonas. Las PM’s de la
Ciudad fueron capaces de inducir dafio al DNA de las células. Se encontrdé que
las particulas del Norte inducen mayor dafo al DNA (presentan las colas mas
largas con un valor en la mediana de 53.95 pm) a diferencia de las particulas de
Centro y Sur con 44.12 ym y 21.16 pm respectivamente (Fig. 4a y b). Las
diferencias que se encontraron con respecto al testigo son significativos para las
tres zonas ya que presentaron valor de p < 0.05 (N,C, y S pv=0001), evaluado
mediante el andlisis de ANOVA (Bonferroni, p<0.05). Si bien nosotros no
evaluamos los cometas en porcentaje podemos decir que si hay diferencias

entren los diferentes tratamientos.
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Fig 4. Distribucion de la longitud de los cometas de células de Balb-C 3T3 expuestas 24 h a 20
pg/mL de PMy, de tres zonas de la Ciudad de México. (A) Electroforesis de las células: (a)
células sin exponer, (b) células expuestas a PMy, del Norte (c), células expuestas a PMq del
Centro (d) y células expuestas a PMyq del Sur (d). (B) Representacion grafica de la distribucion
de la longitud de los cometas expresada como medianas, maximos y minimos y percentiles 25 y
75. Los valores de p para las tres zonas con respecto al testigo fueron de 0.001 (pv0-05)
evaluado mediante ANOVA ¥ Norte con un valor de p< 0.05, de igual forma en & Centro y Sur @

muestra un valor significativo con respecto al testigo.

Oxidacion de DNA (8-oxo-dG) por PM,, de la Ciudad de México

Para evaluar si las PMy de la Ciudad de México producen dafio oxidante en
DNA de células se determind la induccién de aductos de 8-oxo-dG. Para ello se
expusieron células Balb-C 3T3 adheridas a 20 ug/mL de PM;o correspondiente a
las tres diferentes zonas de la Ciudad de México por 24 h. De las células
expuestas se extrajo el DNA y los aductos de oxigeno de 8-oxo-dG se evaluaron

mediante HPLC. En esta evaluacion se observo que las PMyg del Sur inducen
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mayor formacion de aductos de 8-oxo-dG con un valor de 33.28 que las del
Centro con 21.69 y las del Norte 13.03 (Fig 5). Estos resultados no tienen una

relacion con el contenido de metales, pero si presentan un gradiente similar al de

(LPS) Lipopolisacaridos (Tabla 2).

Aductos de 8-oxo-dG
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Figura 5. Determinacién de bases oxidadas de 8-oxo-dG en células Balb-C 3T3 mediante HPLC

Las células se expusieron a 20 pyg/mL por 24 h

DISCUSION
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En los ultimos afos estudios epidemioldgicos reportan asociaciones en el
incremento de PMyo con efectos en la salud humana (Pope et al., 2004), pero
poco se sabe de los mecanismos que llevan a esta asociacién. Dentro de los
mecanismos se ha propuesto que el estrés oxidante es un mediador importante
del dano inducido por las particulas a las células. Dentro de los componentes de
las particulas los metales, juegan un papel muy importante; Bonner (1998)
reporto que las PMyo contienen metales de transicion como Fe, Cu, Ni, V, Pb
Zinc y encontro que estos metales se encuentra con un gradiente (N> C> S) en
contenido de metales. Este gradiente de metales coincide con la degradacion al
DNA observada en este trabajo (Fig 3).

Debido a que las particulas degradan al DNA solo en presencia de peroxido de
hidrogeno, este dano esta dado por la generacién de dafio oxidante via reaccién
de Fenton y Fenton “like” para metales diferentes a Fe. La degradacion fue
dependiente de la zona de colecta en norte, centro y sur, este patron de
degradacion coincide con la concentracion de metales de estas particulas.

La utilizacion de manitol atrapador de radicales hidroxilo y deferoxamina
quelante de Fe ** (Gilmour et al., 1996) protegen al DNA de la degradacién
inducida por las PM’s lo cual fortalece la hipotesis de que las particulas inducen
una degradacion de DNA mediante la participacién de reaccion tipo Fenton
(Stohs y Bagchi, 1995)

Por otro lado las PM’s también inducen dafio al DNA en células intactas (Fig 4) y
al igual que en DNA desnudo este dano presenté una correlacion con el

contenido de metales (Tabla 2)
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En otros estudios (Roosli et al., 2000) donde se utilizan las PM’s de diferente
sitios en la ciudad de Suiza observamos dafio en la misma proporcion, a
diferencia de nuestros resultados, ya que nosotros encontramos una respuesta
diferente dependiente de la zona de colecta en una misma ciudad y diferencias
en efecto y composicion de las PM’s (Fig 3y 4)

La oxidaciéon de bases en 8-oxo-dG es un indicador de dafio oxidante muy
estudiado ademas de ser un importante marcador de mutagenesis (Lawrence et
al., 2000), nosotros observamos que las PM’s inducen aductos de 8-oxo-dG lo
cual nos sugiere que las PM’s podrian ser mutagénicas. En (1995) Villalobos-
Pietrini et al., determin6 que las PM’s son mutagénicas, nuestros resultados son
diferentes ya que las del Sur inducen mas 8-oxo-dG, pero los afios de colecta
son diferentes.

Las PM’s de la Ciudad de México inducen la formacion de 8-oxo-dG en DNA
pero este no correlaciona con el gradiente de metales, si bien nosotros
observamos un comportamiento parecido al contenido de endotoxina (Tabla 2),
nosotros no podemos pensar que es dependiente de esta, pero para ello
necesitamos la realizacién de mas ensayos.

Aunque la formacidon de 8-oxo-dG no coincidié con el contenido de metales, no
podemos descartar la posibilidad de que algunos metales estén jugando un
papel importante en este evento.

En estudios en donde se analiza formaciéon de aductos 8-oxo-dG por PM10 se

muestra que la hidroxilacion de dG se asocia con el contenido de metales
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solubles especialmente Fe y V aunque no se descarta la posibilidad de metales
insolubles que lleven a cabo la reaccién de Fenton (Valavanidis et al., 2005).

La composicién diferencial de las particulas de la Ciudad de México también nos
podria explicar el efecto de oxidacidn por 8-oxo-dG, en cultivos celulares se ha
visto que puede influir la contribucion endogena de H;O, para inducir la
formacion 8-oxo dG ya que estas células muestran dafo oxidante sin peroxido
extracelular (Shi et al., 2006). Las especies reactivas de oxigeno contribuyen a
procesos oxidantes en DNA que conllevan a un riesgo de cancer por
mecanismos dentro de los cuales se incluyen proliferacion celular, apoptosis,
dafio a enzimas de reparacion, peroxidacion lipidica y lesiones en las bases de
DNA. Estudios como este nos muestran la importancia que tienen los metales de
transicién incluidos en las PMy, por lo que es necesario, por una parte conocer
mas detalladamente la composicion de las particulas y disefiar estudios con la
finalidad de identificar su asociacion con efectos bioldgicos, ya que es de suma
importancia entender mejor el efecto de la contaminacion en la salud del ser
humano.

La via mas comun para la generacion de radicales libres es la via aerdbica, pero
otra fuente es la reaccion de Fenton en donde la reduccion del H,O, genera
radicales hidroxilo por la presencia de un metal de transicién, ya se han
endogenos 6 exdgenos La observacion de dafo al DNA por presencia de
metales se muestra en un estudio en donde se compara la capacidad para
generar dafio al DNA medido por el ensayo cometa y la formacion de aductos 8-

oxo-dG. (Knaapen et al, 2002). Estos autores demuestran que el material
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particulado en presencia de H,O, provoca dafio al DNA y que el peroxido por si
solo no dafia al DNA. Al utilizar deferoxamina y catalasa se aprecia una
disminucién denotando la importancia de los metales en inducir la formacion de
radicales libres (Knaapen et al, 2002). Nuestros resultados claramente muestran
que el daino al DNA esta dado por metales (in vivo), y que estos mismos estén
generando dafio al DNA (in vitro).

En la Ciudad de México las particulas tienen una composicion diferente en cada
zona de muestreo. Recientemente se ha visto que la composicién de las PMqg
juegan un papel importante en la induccion del efecto genotdxico. (Alfaro-
Moreno et al., 2002) En un sistema celular observamos que debido a esta
composicion por zonas el efecto mostrado se presenta con un mayor indice de
dafio en centro que sur y que, cuando comparamos este dafio observamos que
no solo esta asociado al contenido de metales si no que podria estar asociado al
contenido de material organico como lo son los hidrocarburos poli-ciclicos
aromaticos (Calderén-Segura et al., 2004).

Las PMqy contienen metales de transicion, los cuales se sabe inducen la
formacion 8-OHdG via reaccion de Fenton en presencia de H,O,. (Shi et al.,
2006) Este mismo autor muestra que las particulas PM1o y PM25 en DNA y en
cultivo celular A549 células epiteliales humanas observa dafio oxidante a las dos

horas.
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DISCUSION

En los Ultimos afios estudios epidemiolégicos reportan asociaciones en el incremento
de PM,, con efectos en la salud humana (Pope et al., 2004), pero poco se sabe de los
mecanismos que llevan a esta asociacion. Dentro de los mecanismos se ha propuesto
que el estrés oxidante es un mediador importante del dano inducido por las particulas
a las células. Dentro de los componentes de las particulas los metales, juegan un
papel muy importante; Bonner (1998) reporto que las PM,, contienen metales de
transicion como Fe, Cu, Ni, V, Pb Zinc y encontré que estos metales se eﬁcuentra con
un gradiente (N> C> S) en contenido de metales. Este gradiente de metales coincide
con la degradacion al DNA observada en este trabajo (Fig 3).

Debido a que las particulas degradan al DNA solo en presencia de peroxido de
hidrégeno, este dafio esta dado por la generacion de dano oxidante via reaccion de
Fenton y Fenton “like” para metales diferentes a Fe. La degradacion fue dependiente
de la zona de colecta en norte, centro y sur, este patron de degradacion coincide con
la concentracion de metales de estas particulas.

La utilizacion de manitol atrapador de radicales hidroxilo y deferoxamina quelante de
Fe ** (Gilmour et al., 1996) protegen al DNA de la degradacion inducida por las PM’s lo
cual fortalece la hipotesis de que las particulas inducen una degradacion de DNA
mediante la participacion de reaccion tipo Fenton (Stohs y Bagchi, 1995)

Por otro lado las PM’s también inducen dano al DNA en células intactas (Fig 4) y al
igual que en DNA desnudo este dano presentd una correlacion con el contenido de

metales (Tabla 2)
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En otros estudios (Roosli et al., 2000) donde se utilizan las PM’s de diferente sitios en
la ciudad de Suiza observamos dafo en la misma proporcion, a diferencia de nuestros
resultados, ya gue nosotros encontramos una respuesta diferente dependiente de la
zona de colecta en una misma ciudad y diferencias en efecto y composicion de las
PM’s (Fig 3y 4)

La oxidacion de bases en 8-oxo-dG es un indicador de dafno oxidante muy estudiado
ademdas de ser un importante marcador de mutagenesis (Lawrence et al., 2000),
nosotros observamos que las PM’s inducen aductos de 8-oxo-dG lo cual nos sugiere
que las PM’s podrian ser mutagénicas. En (1995) Villalobos-Pietrini et al., determino
que las PM’s son mutagénicas, nuestros resultados son diferentes ya que las del Sur
inducen mas 8-oxo-dG, pero los anos de colecta son diferentes.

Las PM’s de la Ciudad de México inducen la formacion de 8-oxo-dG en DNA pero este
no correlaciona con el gradiente de metales, si bien nosotros observamos un
comportamiento parecido al contenido de endotoxina (Tabla 2), nosotros no podemos
pensar que es dependiente de esta, pero para ello necesitamos la realizacion de mas
ensayos.

Aunque la formacion de 8-oxo-dG no coincidié con el contenido de metales, no
podemos descartar la posibilidad de que algunos metales estén jugando un papel
importante en este evento.

En estudios en donde se analiza formacion de aductos 8-oxo-dG por PM1o se muestra
que la hidroxilacion de dG se asocia con el contenido de metales solubles
especialmente Fe y V aunque no se descarta la posibilidad de metales insolubles que

lleven a cabo la reaccion de Fenton (Valavanidis et al., 2005).




La composicién diferencial de las particulas de la Ciudad de México también nos
podria explicar el efecto de oxidacion por 8-oxo-dG, en cultivos celulares se ha visto
que puede influir la contribucién endégena de HzO: para inducir la formacion 8-oxo dG
ya que estas células muestran dano oxidante sin peroxido extracelular (Shi et al.,
2006). Las especies reactivas de oxigeno contribuyen a procesos oxidantes en DNA
que conllevan a un riesgo de cancer por mecanismos dentro de los cuales se incluyen
proliferacion celular, apoptosis, dafo a enzimas de reparacion, peroxidacion lipidica y
lesiones en las bases de DNA. Estudios como este nos muestran la importancia que
tienen los metales de transicion incluidos en las PMyq, por lo que es necesario, por una
parte conocer mas detalladamente la composicién de las particulas y disenar estudios
con la finalidad de identificar su asociacion con efectos bioldgicos, ya que es de suma
importancia entender mejor el efecto de la contaminacion en la salud del ser humano.

La via mas comun para la generacion de radicales libres es la via aerobica, pero otra
fuente es la reaccion de Fenton en donde la reduccion del H,O» genera radicales
hidroxilo por la presencia de un metal de transicion, ya se han endégenos © exogenos
La observacion de dano al DNA por presencia de metales se muestra en un estudio en
donde se compara la capacidad para generar dano al DNA medido por el ensayo
cometa y la formacion de aductos 8-oxo-dG. (Knaapen et al, 2002). Estos autores
demuestran que el material particulado en presencia de H.O, provoca dano al DNA y
que el peroxido por si solo no dana al DNA. Al utilizar deferoxamina y catalasa se
aprecia una disminucion denotando la importancia de los metales en inducir la

formacion de radicales libres (Knaapen et al, 2002). Nuestros resultados claramente




muestran que el dafo al DNA esta dado por metales (in vivo), y que estos mismaos
estén generando dano al DNA (in vitro).

En la Ciudad de México las particulas tienen una composicion diferente en cada zona
de muestreo. Recientemente se ha visto que la composicion de las PM,, juegan un
papel importante en la induccién del efecto genotéxico. (Alfaro-Moreno et al., 2002) En
un sistema celular observamos que debido a esta composicion por zonas el efecto
mostrado se presenta con un mayor indice de dafio en centro que sur y que, cuando
comparamos este dafio observamos que no solo estd asociado al contenido de
metales si no que podria estar asociado al contenido de material organico como lo son
los hidrocarburos poli-ciclicos aromaticos (Calderon-Segura et al., 2004).

Las PM;, contienen metales de transicion, los cuales se sabe inducen la formacion 8-
OHdG via reaccién de Fenton en presencia de HzO,. (Shi et al., 2006) Este mismo
autor muestra que las particulas PMig y PM2 s en DNA y en cultivo celular A549 células

epiteliales humanas observa dano oxidante a las dos horas.
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CONCLUSIONES

1.- Al evaluar el dafo producido por el estrés oxidante, observamos la participacion de
una reaccion tipo Fenton, mediante la cual los metales estan mediando la generacion
de radicales con capacidad de danar el DNA; ya que al incubar con manitol un

antioxidante y deferoxamina un quelante de metales; ambos presentan un efecto

protector para las tres zonas en el DNA, corroborando una reaccion de Fenton.

I 2.- En el estudio in vitro analizado por el ensayo cometa. Se obtuvieron resultados muy

similares ya que el mayor fue mayor con particulas del norte seguidas de centro y sur.

3.- Para el caso de la oxidacion de 8-oxo-dG ésta muestra una tendencia marcada de

lo que sucede con LPS en donde los resultados son muy similares. IV

De manera general podemos concluir que el mecanismo por el cual las PM’s inducen

dano esta mediado por estrés oxidante via reaccion tipo Fenton
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APENDICE

Tabla 1.-Contenido de metales de transicion de PM;, de la Ciudad de México y Monte Sta

Helena (MSHA)
Zona Metales totales de las PM;y en pg/mg

Norte
14.615

Centro
7.386

Sur

6.504

MSHA
1.279

*Tabla tomada de Bonner 1998, el contenido de metales esta
expresado en pg/mg

Tabla 2.-Contenido de LPS en las PM,( de las zonas de la Ciudad de México y Monte Sta

Helena
Zona Concentracion Promedio
(Rango)
Norte 10.8 (0.0053 +£0.0163)
Centro 11.3 (0.0041 £0.0184)
Sur 17.8 (0.0153+ 0.0206)
MSHA 0.0

Evaluaciones expresadas en ng/mg
*Tabla tomada de Bonner et al., 1998
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