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1. Introducción 
 

1.1 Contaminación atmosférica 

 

Se tiene evidencia epidemiológica y molecular de los efectos deletéreos del aire contaminado 

sobre la salud humana, se ha estimado que anualmente a nivel mundial mueren alrededor de 

9 millones de personas, que representa aproximadamente el 16% de las muertes a nivel 

mundial [Landrigan et al., 2018]. La contaminación atmosférica es un importante factor que 

incrementa la morbilidad y la mortalidad en las poblaciones expuestas, inclusive aún más 

que enfermedades infecciosas como el VIH-SIDA, la tuberculosis o la malaria [Landrigan et 

al., 2018; Landrigan et al., 2019]. Se estima que a nivel mundial en el año 2016 murieron 

alrededor de 940,000 niños por exposición a la contaminación ambiental en el agua, en el 

suelo o en el aire. Dos terceras partes de esas muertes fueron en niños con edades inferiores 

a los 5 años y más de la mitad de esas muertes ocurrieron durante el primer año de vida 

[Landrigan et al., 2019]. 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS), la contaminación atmosférica 

hace referencia a la presencia de una o más sustancias a una concentración o a un periodo de 

tiempo por arriba de los niveles naturales, además que estas sustancias tengan el potencial de 

producir efectos adversos a la salud humana [IARC, 2015]. A partir del año 2013, la Agencia 

Internacional sobre la Investigación en Cáncer (IARC, del inglés: International Agency for 

Research on Cancer), decidió considerar a la contaminación atmosférica como un agente del 

grupo 1, es decir, que es una sustancia carcinógena para humanos. El estar clasificada en este 

grupo implica que hay suficiente evidencia mecanística y epidemiológica de su participación 

en el desarrollo de diversos tipos de cáncer [IARC, 2013, 2015].  

Históricamente, se tienen registros de eventos de alta mortalidad provocados por episodios 

de elevada contaminación atmosférica. Por ejemplo, en diciembre de 1952, en la Ciudad de 

Londres durante 4 días se experimentó un evento de contaminación atmosférica extrema y se 

tienen registros de hasta 4,000 muertes entre los días 5-8 de diciembre de tal año. Sin 

embargo, se atribuyen muertes derivadas de este evento hasta el año 1953 y se calcula que 

los efectos a la salud se extendieron hasta las 12,000 defunciones [Dooley, 2002; Logan, 
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1953]. Las concentraciones de partículas totales en Londres previo a este evento oscilaban 

alrededor de los 500 µg/m3. Sin embargo, durante ese periodo los niveles de partículas se 

estima que llegaron hasta 4,500 µg/m3 [Phalen and Phalen, 2013]. La mortalidad provocada 

por el evento de Londres y otros eventos de contaminación extrema muestran el efecto 

deletéreo que tiene la contaminación atmosférica sobre la salud humana. Además, los 

sobrevivientes pueden ver afectada su salud en años posteriores con padecimientos como 

asma, alergias, enfermedad pulmonar obstructiva crónica (COPD, del inglés chronic 

obstructive pulmonary disease) y cáncer [Dockery and Pope, 1994; Dockery et al., 1993]. 

Existen diferentes contaminantes presentes en el aire, dentro de los que se encuentra el 

material particulado (PM, del inglés: particulate matter), este contaminante ha recibido 

especial atención debido a la complejidad en sus componentes y en consecuencia de sus 

efectos negativos sobre la salud humana. El término de material particulado se refiere a todos 

los compuestos no gaseosos que se encuentran suspendidos en la atmósfera en forma de 

gotas, partículas sólidas o mezclas de ambas [Stanek et al., 2011]. 

La OMS recomienda que el límite máximo anual de PM2.5 es de 10µg/m3 [IARC, 2013, 2015]. 

Con imágenes satelitales, se han realizado estimaciones de los niveles de PM2.5 en todas las 

regiones del mundo. Con base en esos resultados, se ha estimado que alrededor del 80% de 

la población global, está expuesta a niveles por arriba de los establece la OMS como límite 

seguro [van Donkelaar et al., 2010], lo cual convierte a la exposición al PM a un serio 

problema ambiental. 

1.1.1 Material particulado 
 

El PM puede ser generado por procesos naturales tales como la erosión del suelo, la 

liberación de polen de las plantas, a incendios forestales o erupciones volcánicas. Sin 

embargo, también puede ser producido por actividades humanas principalmente a través de 

la quema de combustibles fósiles para cocinar, generación de energía, procesos industriales 

y a través de motores de combustión interna, de tal modo que el PM tiene una distribución 

prácticamente ubicua [IARC, 2013, 2015].  
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El PM se clasifica por su tamaño aerodinámico, el cual consiste básicamente en el 

comportamiento que poseen las partículas en la columna de aire, debido a que no todas las 

partículas tienen el mismo diámetro y no son totalmente esféricas, la clasificación de acuerdo 

con el diámetro aerodinámico sigue la ley de fluidos de Stokes, en la cual la velocidad de 

sedimentación de una partícula estará en función del diámetro de la partícula y de la densidad 

[Maciel-Ruiz, 2013]. Las partículas suspendidas pueden ser clasificadas en tres principales 

diámetros aerodinámicos, 1) las PM10 que comprenden tamaños de partículas iguales o 

inferiores a 10 µm. Este diámetro aerodinámico incluye a las de mayor tamaño que 

principalmente provienen de procesos de abrasión mecánica, polvo, material biológico 

suspendido como polen o partes de insectos. 2) El PM2.5 de tamaños inferiores a 2.5 µm y 

finalmente, 3) las partículas ultrafinas que pueden llegar a tener diámetros aerodinámicos 

inferiores a 0.1 µm. Estos dos últimos tamaños de partícula provienen principalmente de 

condensados generados en eventos de combustión en procesos de manufactura, generación 

de energía en las centrales termoeléctricas y en los motores de combustión interna de gasolina 

o diésel [Brunekreef and Holgate, 2002; Dockery and Pope, 1994; IARC, 2015].  

1.1.2 Anatomía de las vías respiratorias, mecanismo de depósito y eliminación de 
partículas 

 

De manera general, la anatomía de las vías respiratorias se divide en tres regiones principales 

(Figura 1): 1) la región nasofaríngea la cual está implicada en el reconocimiento de 

sustancias irritantes, en esta región se encuentran las vibrisas nasales que ayudan a filtrar el 

aire de las partículas de mayor tamaño, 2) la región traqueobronquial, que comprende una 

serie de ductos que se ramifican y terminan originando a los bronquiolos. En esta región 

existe un epitelio mucociliado que es muy importante en la eliminación de las partículas. 

Finalmente, 3) la región alveolar o pulmonar, compuesta por las regiones terminales de los 

bronquiolos, los conductos alveolares y de los alveolos. Estos últimos, son la unidad 

funcional de intercambio gaseoso del sistema respiratorio [Valentine and Kennedy, 2008]. 
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Cuando ingresan por las vías respiratorias las partículas son sometidas a cambios bruscos de 

dirección y de velocidad del aire. En las vías aéreas superiores, ingresan con gran velocidad 

en la cavidad nasal; mientras que en la región traqueobronquial la velocidad del aire 

disminuye drásticamente derivado de las bifurcaciones en esa región de las vías respiratorias 

y, finalmente en la región pulmonar o de intercambio gaseoso, la velocidad del aire es 

considerablemente más baja [Brain et al., 2014; Valentine and Kennedy, 2008].  

Figura 1. Anatomía del sistema respiratorio humano. Las vías respiratorias se dividen en tres regiones 

principales: La región nasofaríngea, la cual está conformada por la nariz, la boca y la laringe, esta sección del 

sistema respiratorio hay mecanismos específicos de depósito y eliminación y generalmente ingresan partículas 

gruesas. La región traqueobronquial está compuesta por la tráquea, los bronquios y los bronquiolos, en esta 

región el principal mecanismo de eliminación es el transporte mucociliar y en este compartimento ingresan 

partículas finas. Finalmente, la región pulmonar o de intercambio gaseoso comienza en los bronquiolos 

terminales, los ductos y los sacos alveolares, aquí la eliminación de partículas es compleja y generalmente 

ingresan las partículas muy pequeñas (Figura tomada y modificada Phalen and Phalen, 2013). 

Existen al menos 4 mecanismos por los cuales las partículas ingresan y se depositan en las 

vías respiratorias. El proceso de impactación involucra cambios repentinos en la dirección 

del aire y por la inercia de la partícula esta termina depositándose en las paredes de la cavidad 

respiratoria. La intercepción ocurre cuando las partículas entran en contacto con la superficie 

de la vía respiratoria y encuentran en su camino agregados de partículas que no permiten que 

continúen su viaje. En el proceso de sedimentación, simplemente las partículas se depositan 
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por acción de la gravedad, este tipo de depósito es común en partículas gruesas > 10 µm. 

Finalmente, por difusión las partículas de menor tamaño < 0.5 µm se depositan en la región 

alveolar, en donde la velocidad del aire es muy baja y las partículas se desplazan a través de 

movimiento browniano [Phalen and Phalen, 2013; Valentine and Kennedy, 2008]. 

La eliminación de las partículas depositadas en las vías respiratorias se lleva a cabo mediante 

varios procesos los cuales van a depender del tamaño de la partícula, sitio de depósito y de 

la solubilidad de la partícula (Figura 1) [Brain et al., 2014]. De manera general, de acuerdo 

con lo descrito por Brain et al., 2014, las partículas de mayor tamaño que se depositan en la 

región nasofaríngea son eliminadas por procesos de deglución o expectoración (Figura 1). 

En las vías aéreas superiores e intermedias, la eliminación del PM es llevada a cabo por la 

unión a mucosas o por transporte mucociliar (Figura 1). El mecanismo de transporte 

mucociliar consiste en una doble capa de moco, la capa superior consiste en mucosidad de 

alta viscosidad y debajo de esta hay una capa de moco de baja viscosidad. Las partículas se 

depositan en el moco y son desplazadas a través de células ciliadas hacia la laringe en donde 

pasan al tracto intestinal por procesos de deglución. En los humanos, el epitelio ciliado se 

extiende hasta la región bronquiolar, por lo que partículas de tamaño intermedio que se 

depositan en esa región pueden ser eliminadas por este mecanismo. 

En la región alveolar o de intercambio gaseoso, los mecanismos de eliminación de partículas 

son diferentes debido a que son regiones no ciliadas y la eliminación del PM es más compleja. 

La eliminación en las regiones no ciliadas ocurre por procesos de disolución, fagocitosis y 

admisión al sistema vascular por el sistema linfático (Figura 1) [Brain et al., 2014]. El 

proceso de disolución ocurre en el fluido de revestimiento de las vías respiratorias. Los 

componentes de las partículas se disuelven y pasan al intersticio celular o al sistema linfático 

para posteriormente llegar al torrente sanguíneo. Los macrófagos son el principal mecanismo 

de eliminación de partículas en los alvéolos. Estas células fagocitan partículas o fibras y las 

transportan hasta las regiones ciliadas de las vías respiratorias. Además, la fagocitosis de las 

partículas previene la penetración a través del epitelio alveolar y se facilita el transporte 

alveolo-bronquiolo. Finalmente, los macrófagos pueden también facilitar la entrada de las 

partículas al sistema linfático donde se pueden acumular en los ganglios linfáticos o 

translocarse al torrente sanguíneo (admisión al sistema vascular). Las partículas que no son 
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eliminadas por medio del sistema linfático o por las rutas bronquiales, pueden eventualmente 

migrar dentro del intersticio a través de macrófagos intersticiales hacia la pleura donde 

pueden cruzar el endotelio vascular e ingresar al sistema circulatorio [Brain et al., 2014; 

Valentine and Kennedy, 2008].  

El nivel de penetración del PM depende del diámetro aerodinámico de las partículas, 

conforme el diámetro disminuye, las partículas tienen la capacidad de ingresar más 

profundamente en las vías respiratorias, inclusive a las regiones alveolares donde ocurre 

intercambio gaseoso [van Berlo et al., 2012]. De acuerdo con su grado de penetración, 

reciben denominaciones como (Figura 1): “fracción torácica”, para las partículas gruesas 

(PM10), que pueden depositarse principalmente en la región nasofaríngea de eliminación 

rápida; “fracción respirable”, o PM2.5, es capaz de alcanzar las regiones más profundas del 

pulmón, depositándose en las regiones bronquiolares y alveolares. Del mismo modo, las 

partículas ultrafinas < 0.1 µm pueden entrar fácilmente en los alvéolos y depositarse 

[Valentine and Kennedy, 2008; van Berlo et al., 2012]. Las partículas pueden permanecer y 

acumularse en el tejido pulmonar; por ejemplo, se han encontrado niveles más altos de PM 

en el tejido pulmonar de biopsias post mortem de habitantes de la Ciudad de México en 

comparación con las biopsias de Vancouver, posiblemente porque los niveles de PM son más 

altos en la Ciudad de México, y la acumulación encontrada se correlaciona directamente con 

las concentraciones de PM [Churg et al., 2003]. 

Las partículas depositadas en las vías respiratorias inferiores pueden migrar a través del tejido 

alveolar directamente a la circulación linfática y sistémica y llegar inclusive a otros órganos 

[Brain et al., 2014; Nemmar et al., 2002]. Existe evidencia de la capacidad de las partículas 

finas y ultrafinas para atravesar tejidos, migrar en el organismo y llegar al cerebro o la 

placenta [Geiser et al., 2005; Oberdorster et al., 2004; Wick et al., 2010]. 

1.1.3 Composición química del material particulado 
 

El PM tiene una composición muy compleja y además parte de los efectos que tienen sobre 

la salud humana son derivados de la concentración en el aire. Dependiendo del origen que 

tengan las partículas, tendrán perfiles de composición distintos. En este trabajo nos centramos 
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en aspectos específicos de la composición orgánica del PM derivado de la quema de materia 

orgánica y su relación con la salud humana.  

Algunos de los compuestos que se encuentran asociados a las partículas son compuestos 

derivados del carbono (TC; del inglés: Total Carbon) el cual está compuesto por carbono 

orgánico (OC; del inglés: Organic Carbon) y carbono elemental (EC; del inglés: Elemental 

Carbon). En el caso de las partículas ultrafinas se ha reportado que pueden tener en su 

composición hasta un 80-90% de TC [Kelly and Fussell, 2012]. En estudios realizados en la 

Ciudad de México se ha demostrado que el PM2.5 puede estar compuesto por TC en un 55-

88%, de pendiendo de la fuente de materia orgánica que lo genere [Mugica et al., 2010; 

Mugica et al., 2008]. Además, se ha reportado que, de esa fracción de TC, está mayormente 

representado el OC. Esto se determinó analizando diferentes perfiles de emisión empleando 

distintas fuentes de materia orgánica tales como gasolina, diésel o residuos biológicos y se 

observó que el PM2.5 estaba compuesto mayoritariamente de OC [Mugica et al., 2008]. 

Dentro del OC, se han reportado hasta 200 compuestos distintos que incluyen alcanos, 

alquenos, compuestos aromáticos, aldehídos, hidrocarburos poliaromáticos y cetonas [Kelly 

and Fussell, 2012]. Específicamente, los hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs, del 

inglés: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) son una familia compuestos químicos que tienen 

gran relevancia en toxicología debido a que varios de ellos son genotóxicos y/o 

carcinogénicos (en el siguiente apartado se explican a detalle esos efectos).  

Además, en las partículas se ha encontrado la presencia de diferentes metales. Este tipo de 

partículas son principalmente generadas de procesos metalúrgicos o por la combustión de 

fuentes fósiles como la gasolina o el diésel [Kelly and Fussell, 2012]. En las partículas de la 

Ciudad de México se ha reportado la presencia de metales como el Fe, Ni, Cr, Cu, Mn, V o 

Pb [Gutierrez-Castillo et al., 2006; Mugica et al., 2008; Roubicek et al., 2007], estos metales 

pueden promover reacciones redox que lleven a un estado de estrés oxidante celular. El 

término "estrés oxidante" se ha definido ampliamente como un desequilibrio de las moléculas 

pro-oxidantes y antioxidantes a favor de las oxidantes, lo que podría provocar daños en las 

biomoléculas, como el DNA, las proteínas o los lípidos [Halliwell and Gutteridge, 2007]. 

Finalmente, la estructura general de las partículas consiste en un núcleo de carbono elemental 

al que pueden estar adsorbidas otras sustancias, como los PAHs, elementos metálicos, 
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elementos biológicos como la endotoxina y compuestos aniónicos o catiónicos [Ristovski et 

al., 2012]. La superficie de la partícula puede contener metales de transición solubles como 

el Fe, Cu, Cr y V, que pueden inducir la generación de especies reactivas del oxígeno (ROS, 

por sus siglas en inglés: Reactive Oxygen Species) a través de reacciones de tipo Fenton y 

actuar como catalizadores de las reacciones de Haber-Weiss [Halliwell and Gutteridge, 

2007]. La exposición a material particulado rico en metales puede inducir la generación de 

ROS y la inflamación en sujetos sanos [Schaumann et al., 2004]. El estrés oxidante en tejido 

pulmonar se ha asociado con COPD y asma [Nel et al., 2001; Sint et al., 2008]. Las ROS 

pueden reaccionar con macromoléculas como el DNA, proteínas o los lípidos generando 

alteraciones funcionales y estructurales. Específicamente, el daño a lípidos de membrana o 

lipoperoxidación se ha asociado con la exposición a PM. Los productos de oxidación del 

ácido araquidónico como los isoprostanos son excelentes marcadores de la peroxidación 

lipídica, los altos niveles de estos productos de la peroxidación lipídica se han asociado con 

varias enfermedades, como la aterosclerosis, el infarto de miocardio, la COPD, el asma, entre 

otras [Cracowski et al., 2002]. 

1.2 Hidrocarburos aromáticos policíclicos 
 

Los PAHs son moléculas de carbono que tienen dos o mas anillos aromáticos fusionados en 

distintas configuraciones, pueden estar ordenados de forma lineal o de forma angular, la 

composición básica de estos compuestos consta simplemente de carbono e hidrógeno 

[Henkler et al., 2012]. Son moléculas lipofílicas con poca reactividad, esta característica 

permite que puedan atravesar las membranas celulares y de tal modo llegar a todos los 

órganos [Ginsberg and Atherholt, 1989]. Estos compuestos son generados a través de 

procesos de combustión incompleta de materia orgánica como madera, combustibles fósiles 

(gasolina o diésel), en procesos de refinación del petróleo, plantas de generación de energía 

basadas en la quema de carbón, incineradores de basura, estufas de carbón e incluso en el 

humo del tabaco y su formación es favorecida en temperaturas que están en el rango de los 

650-900ºC [Arenas-Huertero et al., 2011; Henkler et al., 2012]. Se ha reportado la presencia 

de PAHs en el aire, el agua y el suelo, siendo en este último el sitio en el que se han 

encontrado mayores concentraciones. En el caso de los cuerpos de agua, es en donde se han 

encontrado las concentraciones más bajas debido a la baja solubilidad de estos compuestos 
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[Ramesh et al., 2012]. Dada la amplia distribución de los PAHs, son compuestos que se 

consideran como agentes xenobióticos ubicuos, lo que los convierte en contaminantes 

prioritarios para su estudio [Kim et al., 2013; Ramesh et al., 2012]. Los niveles en el aire si 

bien no son los más altos, es mediante esta vía de exposición por la cual las poblaciones 

humanas están principalmente expuestas. Se han estudiado varios compuestos pertenecientes 

a esta familia, algunos con importancia epidemiológica debido a su asociación con diversos 

tipos de cáncer [IARC., 2010].  

De manera general, los PAHs se encuentran principalmente en dos fases en el ambiente: fase 

gaseosa y fase particulada. Los PAHs de bajo peso molecular que consisten principalmente 

en moléculas de 2-4 anillos principalmente están en la fase gaseosa [Kim et al., 2013]. 

Aunque esos PAHs se consideran menos tóxicos, son capaces de generar daño, se tiene 

evidencia de algunos compuestos en la posible participación en procesos cancerígenos, por 

ejemplo, el PAH más simple es el naftaleno, este compuesto se encuentra catalogado por la 

IARC en el grupo 2B (posible carcinógeno para humanos) [IARC, 2002]. Los PAHs con más 

de 4 anillos están principalmente asociados al PM debido a su baja presión de vapor (fase 

particulada). La adsorción de los PAHs a las partículas depende de diferentes factores como 

la humedad, la temperatura y la composición del núcleo de la partícula [Kim et al., 2013]. En 

general, lo que se ha reportado para la Ciudad de México, las concentraciones de PAHs en la 

fase de gas y en la fase particulada dependen de diversos factores como la temperatura y la 

humedad ambiental. Los niveles más altos de PAHs en las partículas se han obtenido durante 

el invierno, cuando la temperatura es más baja [Kim et al., 2013; Mugica et al., 2010]. En el 

caso de PAHs de alto peso molecular, el benzo[a]pireno (B[a]P) se encuentra en el grupo 1 

de la IARC y se ha convertido en uno de los PAHs más estudiados debido a sus efectos 

genotóxicos y a su asociación con cáncer [Dybing et al., 2013; IARC., 2010; Phillips, 2005].  

Sin importar la ruta de administración, los PAHs se absorben y se distribuyen rápidamente 

en el organismo. El patrón de distribución de los PAHs en los órganos es muy amplio cuando 

la administración es intravenosa en modelos animales [Ginsberg and Atherholt, 1990]. 

Niveles detectables de benzo[a]pireno pueden ser observados en la mayoría de los órganos 

internos entre los primeros minutos-horas después de su administración [Ginsberg and 

Atherholt, 1989, 1990], esto es derivado de la composición lipofílica de estos compuestos. 
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1.2.1 Metabolismo de los hidrocarburos aromáticos policíclicos y la formación de 
aductos en el DNA 

 

La ruta del biotransformación del B[a]P y otros PAHs inicia con la activación de receptores 

nucleares como el AhR (del inglés: aryl hydrocarbon receptor) (Figura 2), este receptor tiene 

la capacidad de reconocer diferentes moléculas que tienen como característica principal ser 

moléculas planas [Xue and Warshawsky, 2005]. Dentro de los principales agonistas que se 

han descrito para este receptor se encuentran el TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina), 

el B[a]P y otros PAHs [Murray et al., 2014]. 

En la figura 2 se muestra el mecanismo de reconocimiento y activación de los PAHs dentro 

de la célula. Inicialmente, el AhR se encuentra en el citoplasma formando un complejo con 

diferentes proteínas como XAP2 (del inglés: X-associated protein 2) y un dímero de HSP90 

(del inglés: heat shock protein 90). Una vez que una molécula agonista como el B[a]P o el 

TCDD atraviesan la membrana plasmática pueden unirse al receptor lo cual favorece su 

translocación nuclear a través de la disociación de las proteínas chaperonas con las que 

coexiste en el citoplasma. En el núcleo, forma un complejo heterodimérico con ARNT (del 

inglés: aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). Este complejo proteínico AhR-

ARNT tiene la capacidad de reconocer sitios en el genoma conocidos como elementos de 

respuesta a xenobióticos (XRE, del inglés: Xenobiotic Response Elements) con la secuencia 

5ʹ-T/G/TCGTGA/CG/TA/T-3´. Una vez unido el complejo AhR-ARNT al DNA, puede 

iniciarse la transcripción de genes que poseen la región XRE como los CYP1A1, CYP1B1 o 

NQO1 (del inglés: cytochrome p450 1A1, 1B1 y NADPH quinone oxidereductase; 

respectivamente); estas enzimas son parte del metabolismo de diversas moléculas como el 

B[a]P [Baird et al., 2005; Murray et al., 2014]. 
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Figura 2. Vía de bioactivación de los hidrocarburos aromáticos policíclicos. El B[a]P se une al receptor nuclear 

AhR el cual se encuentra habitualmente en el citoplasma acoplado a un complejo inhibitorio compuesto por 

HSP90 y XAP2. La unión de un ligando al receptor nuclear permite el desacoplamiento del complejo inhibitorio 

la translocación nuclear de AhR, posteriormente se facilita la interacción con el ARNT dentro del núcleo. El 

dímero conformado por el AhR (y su ligando) y ARNT permite el reconocimiento de secuencias en el DNA 

conocidas como Elementos de Respuesta a Xenobióticos (XRE, del inglés: xenobiotic response elements). El 

complejo heterodimérico funciona como factor de transcripción y puede promover la expresión de genes 

involucrados en el metabolismo de xenobióticos como el CYP1A1. Una vez sintetizada la enzima CYP1A1, 

esta puede metabolizar al B[a]P y generar metabolitos reactivos que pueden unirse al DNA provocando aductos 

voluminosos y estos pueden causar mutaciones (Figura tomada y modificada de Murray et al., 2014). 

Muchas de las moléculas que tienen actividad genotóxica y carcinogénica, no son 

biológicamente activas hasta entrar en procesos de modificación y activación metabólica en 

los que, los compuestos originales generan metabolitos reactivos que pueden reaccionar con 

macromoléculas celulares, que en este caso son de gran importancia si tienen la capacidad de 

unirse al DNA [Phillips, 2005].  
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Los PAHs son metabolizados en la célula mediante tres principales vías: la vía 

CYP1A1/CYP1B1-Epoxido hidrolasa (CYP-EH), la vía citocromo peroxidasa y la vía de las 

Aldo-Ceto reductasas [Moorthy et al., 2015; Xue and Warshawsky, 2005]. En general, los 

PAHs son metabolizados por los CYPs y otras enzimas en fenoles, catecoles y quinonas, que 

al final producen compuestos como los dioles-epóxidos, carbocationes radicales o quinonas 

reactivas que pueden unirse al DNA [Moorthy et al., 2015]. En este trabajo nos centraremos 

en la principal vía CYP-EH de metabolismo de PAHs, usando como base la vía de 

biotransformación del benzo[a]pireno (Figura 3). El B[a]P es biotransformado en las células 

por los citocromos P450 (específicamente CYP1A1 y CYP1B1) lo cual convierte a las 

moléculas lipofílicas en sustratos más solubles agregando grupos polares. Inicialmente el 

CYP1A1/CYP1B1 agregan un grupo epóxido a la molécula generando el BP-7,8-epóxido, 

este metabolito es oxidado por la epóxido hidrolasa (EH) produciendo BP-7,8-dihidrodiol, 

finalmente de nuevo la actividad del CYP1A1/CYP1B1 forman otro grupo epóxido para 

formar BP-7,8 dihidrodiol-9,10-epoxido (BPDE; Figura 2) [Baird et al., 2005; Moorthy et 

al., 2015; Xue and Warshawsky, 2005]. El BPDE puede ser conjugado con moléculas 

endógenas a través de enzimas de Fase II que incluyen a las glutatión-S-transferasas 

(GSTM1, GSTP1) o las glucoronosil transferasas (UDP), el glutatión y el ácido glucorónico 

son moléculas empleadas en los procesos de conjugación. El conjugado resultante es más 

soluble en agua que los compuestos anteriores y así es reconocido y excretado de las células 

a través de los transportadores de membrana ABC. 

En el caso del BPDE, esta molécula no es un sustrato adecuado para la enzima epóxido 

hidrolasa para romper el grupo epóxido y esta molécula es químicamente inestable (Figura 

3). El grupo epóxido del BPDE puede romperse y formar un carbocatión, el metabolito 

transitorio que se forma tiene la vida media suficiente como para viajar al núcleo y reaccionar 

con el DNA formando enlaces covalentes estables con las bases nitrogenadas, estas 

modificaciones químicas de las bases nitrogenadas del DNA son denominadas como aductos 

[Phillips, 2005]. Estas modificaciones químicas tienen la capacidad de alterar la estructura 

tridimensional del DNA y provocar cambios en la expresión de genes o favorecer la inserción 

de mutaciones puntuales, del tipo transversiones G-T [Poirier, 2004]. 
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Como se mencionó previamente, los dioles epóxido tienen la capacidad de poder interactuar 

con el DNA. Sin embargo, tal interacción no es equitativa para las 4 bases nitrogenadas que 

conforman el DNA (Figura 3). Se ha reportado la preferencia de los dioles epóxido de varios 

PAHs incluyendo el B[a]P por las guaninas. De manera general, los PAHs que tienen un 

estructura molecular plana tienen preferencia para formar aductos en los residuos de guanina, 

con una preferencia que oscila entre el 80-95% de los aductos generados, las adeninas son 

los nucleótidos que forman aductos frecuentemente después de las guaninas [Sayer et al., 

1991; Xue and Warshawsky, 2005]. 

La alta reactividad de los dioles epóxido por las bases púricas del DNA está relacionada con 

la formación aductos en secuencias ricas de guaninas. Es decir, la formación de aductos en 

el DNA no es aleatoria y obedece a diversos factores, de los más importantes son la cantidad 

de residuos de guanina. Se han identificado sitios frecuentes de formación de aductos en 

genes importantes, tal fenómeno está relacionado con la secuencia de nucleótidos. Se ha 

reportado la formación preferencial en sitios específicos de los genes P53 y KRAS 

[Denissenko et al., 1996; Tretyakova et al., 2002]. Otro factor que puede influir la preferencia 

de la formación de aductos en el DNA es el estado metilación, se ha reportado la formación 

preferencial de los aductos en el DNA en sitios CpG metilados. Es decir, la presencia del 

grupo metilo de la 5-metil-citosina adyacente a una guanina, incrementa la frecuencia de 

formación de aductos comparada con una secuencia en dinucleótidos CpG no metilados 

[Denissenko et al., 1996; Herbstman et al., 2012; Hu et al., 2003; Tretyakova et al., 2008; 

Tretyakova et al., 2002]. 
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Figura 3. Pasos enzimáticos del metabolismo del benzo[a]pireno (B[a]P). El compuesto parental B[a]P es 

oxidado a través de los citocromos CYP1A1 y CYP1B1 para formar el metabolito BP-7,8-epóxido, 

posteriormente este compuesto es sustrato de la enzima Epóxido Hidrolasa (EH), la actividad de esta enzima 

genera como producto al BP-7,8 dihidrodiol el cual es metabolizado por los CYP1A1 y CYP1B1 para generar 

el BP-7,8-dihidrodiol-9,10-epóxido. Este diol-epóxido puede ser conjugado con moléculas endógenas como el 

Glutatión o el Ácido Glucorónico. La acumulación del diol-epóxido puede provocar la ruptura del grupo 

epóxido y generar un carbocatión reactivo que puede reaccionar con el DNA. De las 4 bases nitrogenadas, la 

guanina es la base en la que principalmente se forman los aductos. Las flechas en las estructuras de las bases 

muestran los sitios en los cuales pueden formarse aductos (Figura tomada y modificada de Phillips, 2005). 
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1.2.2 Importancia epidemiológica de los niveles de aductos en el DNA 
 

La primera asociación epidemiológica entre un agente tóxico y una enfermedad fue 

relacionada en el año de 1775 por el médico y cirujano británico Percival Pott, en ese año fue 

establecida la asociación entre el desarrollo de cáncer de escroto y el contacto con el hollín 

(el cual posee altos niveles de PAHs) presente en las chimeneas, esta asociación fue 

establecida en los limpiadores de chimeneas que eliminaban la acumulación de hollín con 

poca protección o desnudos [Baird et al., 2005; Brown and Thornton, 1957; Poirier, 2004]. 

Posteriormente, diversas autoridades europeas recomendaron el aseo frecuente en los 

limpiadores de chimeneas. Con la implementación de esta práctica, 100 años después ya se 

reportaban pocos casos de cáncer escrotal en los trabajadores de las chimeneas. Sin embargo, 

en Inglaterra no se había implementado tal práctica, los casos de cáncer escrotal permanecían 

todavía elevados [Poirier, 2004]. 

Los aductos en el DNA son considerados como un biomarcador de dosis biológicamente 

efectiva debido a que representan la cantidad de agentes genotóxicos unidos covalentemente 

al DNA y que han escapado de los procesos de desintoxicación y reparación del DNA 

[Castano-Vinyals et al., 2004; Godschalk et al., 2003; Poirier, 1997]. Además, los aductos en 

el DNA han sido considerados como un biomarcador de riesgo para desarrollar distintos tipos 

de cáncer [Poirier, 2004].  

Los aductos en el DNA, y principalmente los de tipo voluminosos (de ahora en adelante 

aductos) provenientes de moléculas de alto peso molecular como los PAHs, pueden interferir 

con la transcripción regular de genes importantes y afectar el proceso de replicación del DNA 

que induce mutaciones en secuencias críticas como los genes P53 o RAS que pueden 

contribuir a la tumorogénesis [Denissenko et al., 1998; Denissenko et al., 1996; Harris, 1996; 

Luch, 2005, 2006].  

Se ha descrito que las mutaciones provocadas por PAHs generan firmas mutacionales en 

carcinomas típicos de las vías aéreas incluyendo cáncer de pulmón o de laringe. Estos tipos 

de cáncer son provocados por la exposición al humo del tabaco, por lo que se considera a los 

aductos en el DNA como un evento necesario en el proceso de carcinogénesis química 

[Alexandrov et al., 2016; Alexandrov et al., 2013].  
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1.2.3 Polimorfismos en enzimas del metabolismo de xenobióticos 
 

Cuando en una población existen múltiples alelos de un gen se dice que este gen presenta 

polimorfismo genético. Estas variantes genéticas en el genoma humano, pueden originarse 

por Repeticiones Cortas en Tándem (STRs), Polimorfismos de un Solo Nucleótido (SNPs) o 

Variantes en el Número de Copias (CNVs) [Beedanagari et al., 2014]. Específicamente, los 

SNPs han mostrado ser relevantes en enzimas del metabolismo de xenobióticos, debido a que 

pueden afectar su expresión o actividad. Estos cambios en las enzimas pueden tener 

consecuencias en los niveles de daño provocados por el agente tóxico. Se han reportado 

variantes genéticas en enzimas de fase I y de fase II en los procesos de desintoxicación de 

xenobióticos [Banks et al., 2014]. 

Se ha documentado la presencia de variantes alélicas de riesgo en genes implicados en el 

metabolismo de los PAHs. Las variaciones genéticas en la actividad enzimática pueden 

alterar el efecto de la exposición ambiental. Estudios epidemiológicos han vinculado varios 

polimorfismos con niveles más altos de daño en el DNA o un mayor riesgo de desarrollar 

enfermedades como el cáncer [Georgiadis et al., 2004; Godschalk et al., 2003; Johansson and 

Ingelman-Sundberg, 2011; Zanger and Schwab, 2013]. Por ejemplo, las variantes GSTM1*0 

(deleción) y CYP1A1 se asociaron con un mayor riesgo de parto prematuro y un menor peso 

al nacer de los neonatos de madres altamente expuestas a PM10 en Corea del Sur [Suh et al., 

2008; Suh et al., 2007]. Las variantes nulas de GSTT1 y GSTM1 también se han asociado con 

bajo peso al nacer en una población guatemalteca [Thompson et al., 2014]. Algunos 

polimorfismos en las enzimas CYP450 implicados en el metabolismo de los PAHs se 

relacionaron con los niveles de aductos en el DNA en muestras de sangre de madres y sus 

recién nacidos expuestos a PAHs [Iyer et al., 2016; Wang et al., 2008]. 

En estudios realizados en cohortes de habitantes de la Zona Metropolitana de la Ciudad de 

México (ZMCM) expuestos al humo del tabaco o al PM se encontró que la presencia de 

variantes de riesgo como CYP1B1*3 (rs1056836), GSTM1*0 y MGMT L84F se asocia con 

un incremento en los niveles de aductos en el DNA de sangre periférica [Garcia-Suastegui et 

al., 2011; Molina et al., 2013].   
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Es importante destacar que, aunque la enzima MGMT (del inglés: O6-methylguanine DNA 

methyltransferase) no está encargada de la reparación de aductos, el polimorfismo MGMT 

L84F se ha asociado con mayores niveles de aductos en el DNA [Duan et al., 2013; Molina 

et al., 2013]. Se ha sugerido que el mecanismo mediante el cual MGMT tiene efecto sobre 

los niveles de aductos, es mediante la posible interacción con receptores nucleares, como el 

receptor de estrógenos [Teo et al., 2001]. MGMT podría entonces interactuar con el motivo 

LXXLL de los receptores nucleares inhibiendo su función [Bobustuc et al., 2012; Gouws and 

Pretorius, 2011; Kaina et al., 2007; Teo et al., 2001]. Se ha hipotetizado que MGMT podría 

interactuar con la proteína AhR inhibiendo la transcripción de CYP1A1 y CYP1B1, 

disminuyendo así la formación de aductos en el DNA y la variante MGMT L84F podría de 

esa manera modular los niveles de aductos [Molina et al., 2013]. 

1.3 Niveles de micronúcleos y su asociación con la exposición ambiental a PM 
 

Además de los aductos en el DNA, otro tipo de daño genotóxico que se ha asociado con la 

exposición al aire contaminado es la frecuencia de micronúcleos. Los micronúcleos (MN) 

son pequeños cuerpos extranucleares que son identificables fácilmente a través de 

microscopia en células que han pasado por procesos de división celular y que los fragmentos 

cromosómicos no tienen centrómeros. Los MN pueden ser el resultado de un amplio espectro 

de alteraciones celulares, que van desde el mal acoplamiento de la tubulina, defectos en las 

proteínas que conforman el cinetocoro, modificaciones epigenéticas, formación de puentes 

nucleoplasmáticos o rompimientos de doble cadena en el DNA [Fenech et al., 2011; 

Pavanello and Lotti, 2014]. La frecuencia de MN se ha asociado con un incremento en el 

riesgo a desarrollar cáncer [Bonassi et al., 2008; Bonassi et al., 2007]. Además, se sabe 

también que la frecuencia de este biomarcador incrementa con la edad [Kirsch-Volders et al., 

2011; Peace and Succop, 1999]. Sin embargo, se han usado para evaluar la exposición a 

agentes clastogénicos o aneugénicos, por ejemplo, se ha usado para evaluar la exposición a 

PAHs o PM [Levario-Carrillo et al., 2005; Pavanello et al., 2009; Pavanello et al., 2008; 

Pavanello et al., 2010; Roubicek et al., 2007].  

La evaluación de la frecuencia de MN se ha llevado a cabo in vitro en distintas líneas 

celulares y en muestras in vivo incluyendo sangre periférica, en muestras de médula ósea o 
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linfocitos. Sin embargo, el ensayo de detección de MN en linfocitos humanos es el método 

más usado para evaluar la exposición a agentes genotóxicos [Beedanagari et al., 2014; Fenech 

et al., 2011; Pavanello and Lotti, 2014].  

1.4 Exposición gestacional al material particulado e hidrocarburos aromáticos 
policíclicos 
 

En 1992 se propuso la hipótesis DOHAD (Developmental Origins of Health and Disease) 

por Barker, en la cual se propone que las alteraciones en el ambiente intrauterino pueden 

incrementar el riesgo a desarrollar diversas enfermedades en la edad adulta. Las alteraciones 

in utero pueden corresponder a adaptaciones a factores maternos que pueden ser perjudiciales 

posteriormente en la vida extrauterina [Barker, 2004, 2007; Perera and Herbstman, 2011; 

Swanson et al., 2009]. Durante los eventos de exposición prenatal a agentes tóxicos, la madre 

es afectada por los agentes tóxicos y por consiguiente el feto también. Además, se debe 

considerar que las células reproductivas del feto pueden estar sometidas a los efectos tóxicos 

del agente en cuestión, por lo que durante un evento de exposición gestacional, tres 

generaciones pueden estar afectadas, lo cual podría implicar alteraciones transgeneracionales 

[Perera and Herbstman, 2011].  

La transferencia de los PAHs a través de la placenta se ha documentado en modelos animales, 

y se ha reportado que los niveles de dioles epóxidos pueden llegar a ser hasta un orden de 

magnitud menor que los detectados en sangre materna [Neubert and Tapken, 1988; 

Srivastava et al., 1986]. Además, el mismo fenómeno podría estar también ocurriendo en 

poblaciones humanas expuestas a PAHs, se ha propuesto que el feto puede llegar a ser hasta 

10 veces más susceptible a los efectos tóxicos de los PAHs [Perera and Edwards, 2011]. 

En estudios poblacionales se encontró que los niveles de aductos en el DNA de las madres 

correlacionan con los aductos detectados en sangre de cordón umbilical, lo cual demuestra 

que la exposición materna a PAHs afecta directamente los niveles de daño en el feto 

[Jedrychowski et al., 2013]. Además, en diversos estudios se ha encontrado que los niveles 

de aductos detectados en recién nacidos son siempre iguales o superiores a los detectados en 

sangre materna, y el efecto es el mismo en madres residentes de ciudades con diferente grado 

de contaminación [Perera et al., 2005b; Topinka et al., 2009]. 
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La exposición gestacional a contaminantes ambientales como el PM, está asociada con 

diferentes efectos a nivel del desarrollo y puede tener implicaciones clínicas. La exposición 

in utero al humo del tabaco y/o PAHs se ha asociado con un incremento en el riesgo a 

presentar restricción intrauterina del crecimiento (IUGR) [Choi et al., 2008; Dejmek et al., 

2000]. Se han realizado investigaciones en las que se ha evaluado el efecto de la exposición 

gestacional a PAHs y el incremento en el riesgo a presentar nacimientos pretérmino o bajo 

peso al nacer [Bell et al., 2010; Brauer et al., 2008; Ebisu et al., 2016; Ha et al., 2014; Padula 

et al., 2014]. Los datos publicados sugieren que el periodo crítico de exposición parece ser el 

último trimestre del embarazo. El riesgo a desarrollar estos efectos puede estar en función de 

variantes alélicas de riesgo en genes relacionados con el metabolismo de los PAHs como los 

citocromos P450 y las glutatión S-transferasas [Sram et al., 2006; Suh et al., 2008; Suh et al., 

2007; Wang et al., 2008]. 

Hay evidencia de los efectos de la exposición a PM o PAHs durante el embarazo y el 

desarrollo del sistema nervioso central. Algunos trabajos han mostrado la sensibilidad del 

feto a la exposición ambiental a PM o PAHs [Costa et al., 2017; Heusinkveld et al., 2016]. 

Cambios en el desarrollo de las estructuras del sistema nervioso central pueden afectar las 

funciones cognitivas básicas y tener consecuencias directas en la edad adulta y afectar la 

calidad de las personas [Harris et al., 2016; Morales-Suarez-Varela et al., 2017]. Se ha 

demostrado mediante imágenes de resonancia magnética que a la edad de 9 años, la 

exposición gestacional a los PAHs pueden afectar negativamente el tamaño de la sustancia 

blanca cerebral y las medidas del hemisferio izquierdo, lo cual se ve reflejado en alteraciones 

en pruebas cognitivas y sociales de los niños afectados [Peterson et al., 2015].  En niños con 

edad de 3 años aproximadamente, la exposición prenatal a PAHs se asoció con un riesgo 

incrementado de presentar retraso del desarrollo neurológico en comparación con los niños 

menos expuestos. Además, los niveles de BDNF (del inglés: brain-derived neurotrophic 

factor; neurotrofina fundamental en el desarrollo del sistema nervioso central) en sangre del 

cordón umbilical se asociaron negativamente con los niveles de aductos en el DNA [Perera 

et al., 2015; Perera et al., 2006]. 

A nivel epigenético se tiene evidencia de los efectos adversos del PM y sus constituyentes a 

nivel de metilación del DNA, se ha asociado con cambios en la expresión de genes 



 32 

importantes en patologías como el asma o en la activación de retrotransposones. Se tiene 

evidencia que los mecanismos de reparación del DNA como la reparación por escisión de 

bases (BER, del inglés: base exision repair) y la reparación por escisión de nucleótidos (NER, 

del inglés: nucleotide excision repair) pueden participar de manera indirecta en la 

desmetilación activa del DNA [Grin and Ishchenko, 2016; Wu and Zhang, 2010]. Se ha 

sugerido que el mecanismo NER podría eliminar los patrones de metilación del DNA 

[Sadikovic and Rodenhiser, 2006; Sadikovic and Rodenhiser, 2012]. De manera más 

específica, se ha descrito que la exposición a largo plazo a PAHs provoca la hipometilación 

global del genoma en muestras de cordón umbilical [Herbstman et al., 2012; Herbstman et 

al., 2013; Wilhelm-Benartzi et al., 2012]. De manera particular, en estudios in vitro se ha 

demostrado el efecto de la exposición a B[a]P sobre los patrones de metilación de las regiones 

promotoras de los elementos repetidos LINE-1 (del inglés: long interspersed nuclear 

element-1)  [Teneng et al., 2011]. En otros estudios, se ha observado que la exposición 

gestacional a PAHs y la metilación de los ciertos genes, como ACSL3 (del inglés: Acyl-CoA 

synthetase long-chain familly member 3) incrementan de manera muy importante el riesgo 

desarrollar asma durante los primeros 5 años de vida [Perera et al., 2009a]. También, cambios 

en la metilación del promotor de IFNg (del inglés: interferon gamma) sugieren una mayor 

susceptibilidad de a desarrollar asma frente a exposiciones in utero a PAHs [Tang et al., 

2012]. 

1.4.1 Importancia de la barrera placentaria en eventos de exposición gestacional a PM 
 

La placenta tiene diferentes funciones a lo largo del desarrollo gestacional. La placenta se 

empieza a formar aproximadamente entre el día 6-7 posterior a la concepción y en ese estadio 

inicial tiene como función facilitar la implantación del embrión [Myren et al., 2007]. Es una 

estructura que conecta dos organismos que son genéticamente distintos y posterior al proceso 

de implantación cumple la función principal de transporte de nutrientes, oxígeno y hormonas 

al feto en desarrollo. Requiere de una gran irrigación vascular y altos niveles de producción 

de energía para proveer al feto de los nutrientes necesarios [Syme et al., 2004; Vähäkangas 

et al., 2014].  
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En toxicología, la placenta tiene gran relevancia porque es un órgano que controla el flujo de 

agentes xenobióticos a la sangre fetal. Se ha estudiado el efecto de estos agentes sobre la 

placenta y de manera contraria, el metabolismo de la placenta ante los xenobióticos 

[Myllynen et al., 2005]. En el tejido placentario se ha demostrado que se expresan todas las 

enzimas para el metabolismo de los PAHs, específicamente, la placenta tiene todas las 

enzimas para poder metabolizar el B[a]P [Hakkola et al., 1996; Myllynen et al., 2005; Myren 

et al., 2007] y posiblemente, la presencia de estas enzimas ha permitido la detección de 

aductos en este tejido [Karttunen et al., 2010; Topinka et al., 2009]. Se ha demostrado que la 

exposición al humo del tabaco puede inducir enzimas de fase I como el CYP1A1 en placenta 

[Suter et al., 2010]. Además, se ha reportado la expresión del CYP1A1 y del CYP1B1 en 

otros tejidos fetales distintos a la placenta como el hígado, cerebro, riñón y pulmón [Hakkola 

et al., 1997]. Esta información sugiere que los tejidos fetales podrían tener participación en 

el metabolismo de diferentes agentes xenobióticos, específicamente en el metabolismo de los 

PAHs. Es importante mencionar que la detección de aductos en placenta es posible, a pesar 

de que es un tejido que al momento del parto ya se encuentra en degradación [Randerath et 

al., 1989]. 

La mayoría de las sustancias que tienen la capacidad de cruzar la placenta, comparten la 

característica de ser moléculas lipofílicas, lo cual les permite atravesarla a través de difusión 

pasiva [Myllynen et al., 2005; Myren et al., 2007]. Inclusive, se ha reportado que la placenta 

es un órgano propenso a acumular compuestos liposolubles [Vähäkangas et al., 2014]. 

1.5 Problemática de contaminantes en la ZMCM 
 

De acuerdo con la descripción de la Secretaría de Medio Ambiente [SEDEMA] la Zona 

Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM) tiene una superficie de 7,732 km², de la que 

el 19% lo cubre la Ciudad de México y el 81% restante, el Estado de México. Posee una 

altitud promedio de 2240 metros sobre el nivel del mar. La altitud en la que se encuentra la 

ZMCM con una concentración de oxígeno 23% menor a la que se puede encontrar al nivel 

del mar, ocasiona que los procesos de combustión sean deficientes, por lo tanto, sean emitidas 

mayores cantidades de contaminantes [SEDEMA, 2008, 2010, 2014]. Anualmente en la 
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ZMCM se generan hasta 31 mil toneladas de PM10 de las cuales el 41% son PM2.5 (Figura 4; 

aproximadamente 13 mil toneladas) [SEDEMA, 2014].  

La ZMCM consta de 16 alcaldías de la Ciudad de México y 59 municipios del Estado de 

México en donde habitan alrededor de 21 millones de personas, circulan aproximadamente 

5.3 millones de vehículos (80% transporte vehicular particular, 7% transporte público y 13% 

transporte de carga) y se tiene registro de 2410 establecimientos comerciales y 1935 

industrias (Figura 4). En conjunto, toda esta actividad favorece la emisión de los 

contaminantes en la ZMCM [SEDEMA, 2014].  

 

 

Figura 4. Distribución de las principales 

vialidades e industrias en la ZMCM. En la 

imagen se pueden apreciar en puntos rojos 

los sitios en los cuales se encuentran 

industrias reportadas ante la Secretaría de 

Medio Ambiente. Los conglomerados de 

industrias se encuentran principalmente en 

la zona norte de la Ciudad de México. Las 

líneas amarillas muestran las principales 

vialidades y autopistas. En líneas blancas 

se muestran las vialidades primarias 

(Figura tomada del Informe de la Calidad 

del Aire en la Ciudad de México, 

SEDEMA, 2014). 

 

La ZMCM está delimitada por un complejo de cadenas montañosas en el sur que pertenecen 

al Eje Neovolcánico Transversal que dificultan la libre dispersión de los contaminantes 

generados por diversas actividades antropogénicas. Gran parte de los componentes del aire 

contaminado en la ZMCM son generados en el norte de la ciudad, se puede notar que los 

niveles más altos de PM, óxidos de nitrógeno y monóxido de carbono se localizan en esa 

zona (Figura 5 y 6) [SEDEMA, 2010]. La posición latitudinal de la ZMCM es otro factor 

60

Calidad del aire en la Ciudad de México Informe 2014

Figura 3.12. Ubicación de las principales industrias y vialidades. Los puntos rojos corresponden a cada una de las 4000
industrias reportadas en el inventario de emisiones de la SEDEMA, los principales corredores industriales se muestran
como conglomerados de puntos. Las líneas amarillas indican las autopistas y vialidades principales, las líneas blancas
indican algunas de las vialidades primarias más importantes.
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importante involucrado en la generación de contaminantes, ya que la radiación solar al ser 

intensa favorece reacciones fotoquímicas que tienen como producto principal la generación 

de altos niveles de ozono. Los altos niveles de contaminantes en varias zonas de la ciudad 

son generados principalmente por la intensa actividad vehicular y la presencia de fuentes fijas 

de emisión; en el caso de las zonas periféricas de la ZMCM, las emisiones son atribuidas a 

las vialidades sin pavimentar y las concentraciones son más bajas [SEDEMA, 2008]. 

 

Figura 5. Distribución espacial de PM10 y PM2.5 en la ZMCM en el año 2012. En escala de colores representan 

las concentraciones de PM10 (izquierda) y PM2.5 (derecha), en ambos mapas se puede apreciar la distribución 

predominante de las partículas en la zona norte de la Ciudad de México, lo cual se asocia con la gran cantidad 

de fuentes estacionarias de emisión de contaminantes (Figura tomada de SEDEMA, 2012). 

 

En la ZMCM existe una Red Automática de Monitoreo Atmosférico (RAMA), que consta de 

32 estaciones de monitoreo distribuidas en toda la zona metropolitana y registran los niveles 

de los contaminantes criterio en tiempo real cada hora. En la Tabla I se enlistan las estaciones 

de monitoreo que registran concentraciones ambientales de PM en la ZMCM y que fueron 

usadas para estimar los niveles de exposición en nuestro estudio. 
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Figura 6. Distribución espacial de contaminantes gaseosos en la ZMCM en el año 2012. En escala de colores 

se pueden apreciar las concentraciones de NOx (óxidos de nitrógeno; izquierda), CO (monóxido de carbono; 

centro) y COVs (compuestos orgánicos volátiles; derecha). Estos contaminantes son precursores de O3 (ozono), 

a través de reacciones fotoquímicas en la atmósfera se produce el O3, el cual junto con el PM es uno de los 

contaminantes más importantes en la ZMCM. La distribución de los contaminantes predomina en la zona norte 

de la Ciudad (Figura tomada y modificada de SEDEMA, 2012). 

 

Tabla I. Estaciones de monitoreo de la RAMA que registran concentraciones 
ambientales de PM en la ZMCM. 

PM2.5 PM10 

• Camarones 
• Gustavo A. 

Madero 
• San Agustín 
• UAM 

Xochimilco 
• San Juan de 

Aragón 
• Tlalnepantla 
• Xalostoc 
• Pedregal 
• Coyoacán 
• Benito Juárez 
• Hospital 

General 

• Investigaciones 
Nucleares 

• Merced 
• Santa Fe 
• Miguel Hidalgo 
• Milpa Alta 
• Nezahualcóyotl 
• UAM Iztapalapa 
• Ajusco Medio 
• Ajusco 
• Centro de 

Ciencias de la 
Atmósfera 

• Acolman 
• Atizapán 
• Milpa Alta 
• Miguel 

Hidalgo 
• Camarones 
• Cuautitlán 
• Tláhuac 
• Cuajimalpa 
• FES Acatlán 
• San Agustín 
• UAM 

Iztapalapa 
• Santa Fe 
• Tlalnepantla 

• Tultitlán 
• Merced 
• Ajusco Medio 
• Villa de las 

Flores 
• Xalostoc 
• Hospital 

General 
• Pedregal 
• Chalco 
• Iztacalco 
• Benito Juárez 

Investigaciones 
Nucleares 
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Figura 29.Principales categorías de emisión de NOx en la ZMVM, 2012 

 
 
Referente a la distribución espacial de los óxidos de nitrógeno (ver Figura 30), debido a 
que gran parte de este contaminante proviene de los vehículos automotores, las 
vialidades con intenso tráfico vehicular son las áreas de mayor generación, sobre todo 
las ubicadas en las delegaciones Cuauhtémoc, Benito Juárez, Gustavo A. Madero, 
Venustiano Carranza y los municipios de Tlalnepantla de Baz, Naucalpan de Juárez y 
Nezahualcóyotl. 
 
 
 
 
En el Estado de México hay zonas 
localizadas de alta emisión, que son 
resultado conjunto de la actividad 
vehicular e industrial, en específico por la 
generación de energía eléctrica ubicada 
en Acolman, así como la fabricación de 
productos a base de minerales no 
metálicos en Tultitlán, por mencionar 
algunos. 
 
 
 
 
 
 

Figura 30.Distribución espacial de NOx en la ZMVM,2012 
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Debido a que los vehículos emiten la mayoría del CO y éste es resultado de una 
combustión incompleta, las emisiones se generan en las vialidades altamente 
congestionadas. Como se puede observar en la Figura 35, el área central de la ZMVM 
es donde se ubican las zonas de mayor generación de emisiones de CO, pues es 
donde se registran los flujos vehiculares más importantes.  
 
 
 
 
En particular, las zonas de mayor 
emisión se encuentran en las 
delegaciones Cuauhtémoc, Benito 
Juárez, Venustiano Carranza, Iztacalco e 
Iztapalapa, así como la colindancia con 
Gustavo A. Madero y Azcapotzalco; 
además de los municipios de 
Nezahualcóyotl, Tlalnepantla de Baz y 
Naucalpan de Juárez.  

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 35.Distribución espacial de CO en la ZMVM,2012 
 
 

4.*CONTAMINANTES*TÓXICOS*

El término “contaminantes tóxicos del aire”, es utilizado para referirse a un grupo de 
compuestos químicos identificados por ser altamente nocivos a la salud humana y 
cuyos efectos pueden presentarse a corto o a largo plazo (agudos o crónicos, 
respectivamente). También se les conoce como “contaminantes peligrosos del aire”. 
 

Como resultado de las actividades realizadas dentro de la ZMVM, en el año 2012 se 
generaron cerca de 196 mil toneladas de contaminantes tóxicos. Casi la totalidad de 
estas emisiones provienen de los compuestos orgánicos totales (COT) y menos del 1% 
en peso son metales tóxicos contenidos en las partículas suspendidas. 
 
La quema y evaporación de los combustibles fósiles son una fuente importante de 
generación de contaminantes tóxicos, pero también lo son las actividades que utilizan 
solventes y productos que los contienen. 
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Los COV se generan en las delegaciones 
y municipios centrales de la ZMVM, que 
son áreas densamente pobladas y de 
gran flujo vehicular, como son las 
delegaciones Gustavo A. Madero, 
Cuauhtémoc, Venustiano Carranza, 
Azcapotzalco e Iztapalapa, por mencionar 
algunas. 
 
En la periferia de la ZMVM, 
principalmente en el oriente y poniente del 
Estado de México; así como en las 
delegaciones del sur y surponiente del 
Distrito Federal se emiten COV 
provenientes de la vegetación. 
 
 
 
 

Figura 33.Distribución espacial de COV en la ZMVM,2012 
 
 

3.2.3.*MONÓXIDO*DE*CARBONO*(CO)*
 
El monóxido de carbono es generado casi en su totalidad (98%) por los vehículos 
automotores (Ver Figura 34), siendo los principales emisores los autos particulares, los 
taxis y las camionetas particulares tipo SUV, que en conjunto generan poco más de 851 
mil toneladas, es decir el 53% del total de la Zona Metropolitana del Valle de México. 
 
 

 
Figura 34.Principales categorías de emisión de CO en la ZMVM, 2012 
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Se ha observado que uno de los principales componentes del PM presente en la ZMCM, es 

el carbono elemental (EC) y el carbono orgánico (OC), este último en mayor proporción [De 

Vizcaya-Ruiz et al., 2006; Mugica et al., 2010; Mugica et al., 2008; Mugica et al., 2009]. En 

un estudio realizado en México, se analizó la composición del PM2.5 en diversos procesos de 

combustión. De manera muy interesante, se observó que independientemente del tipo de 

material orgánica usada en los procesos de combustión, el principal componente en el PM2.5 

eran los compuestos asociados al carbono orgánico [Mugica et al., 2008]. Dentro del OC se 

encuentran los PAHs que tienen una enorme relevancia epidemiológica, como ya se 

mencionó estos compuestos son agentes mutagénicos y carcinogénicos [Dybing et al., 2013; 

IARC, 2013, 2015].  

Se ha demostrado que el PM de la ZMCM tiene la capacidad de inducir la producción 

citocinas proinflamatorias en ensayos in vitro con diversas líneas celulares [Manzano-Leon 

et al., 2013; Sanchez-Perez et al., 2014]. Igualmente, en ensayos in vitro, se ha observado 

que las partículas de la ZMCM, específicamente las PM10, tienen la capacidad de inducir 

daño al DNA [Sanchez-Perez et al., 2009]. Además se ha documentado que hay un 

incremento de la frecuencia de micronúcleos [Roubicek et al., 2007] y daño al DNA evaluado 

mediante ensayo cometa [De Vizcaya-Ruiz et al., 2006], los trabajos citados anteriormente 

fueron realizados en células pulmonares A549. Adicionalmente, se tiene evidencia que 

muestra que las PM de la ZMCM tienen el potencial de inducir apoptosis [Alfaro-Moreno et 

al., 2002]. También se ha documentado que el PM de la ZMCM tiene la capacidad de inducir 

aductos en el DNA, esto evaluado igualmente en células A549 [Salcido-Neyoy et al., 2015] 

y en modelos de exposición aguda y subcrónica en ratas Sprague-Dawley [Aztatzi-Aguilar 

et al., 2018; Maciel-Ruiz, 2013]. 

Se ha demostrado que las partículas de la ZMCM que tiene diferencias en su composición, 

dependiendo de la zona en la que se hayan colectado. Las partículas provenientes de la zona 

norte han mostrado tener un mayor contenido de PAHs, en cambio las partículas de la zona 

centro, predominan los metales [Manzano-Leon et al., 2013].  Las concentraciones de PM en 

la ZMCM son dependientes de la estación del año (estación seca y estación de lluvias) 

[Garcia-Suastegui et al., 2011; Mugica et al., 2008; SEDEMA, 2008, 2010]. Se ha descrito 

que los niveles de PAHs asociados al PM son más altos en la época seca del año [Amador-
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Munoz et al., 2011; Mugica et al., 2010]. Estas variaciones están relacionadas con la 

severidad de los efectos tóxicos. Un estudio longitudinal en adultos jóvenes en la ZMCM 

mostró que los niveles de aductos en el DNA guardan una relación directa con la época del 

año, siendo más altos durante la estación seca [Garcia-Suastegui et al., 2011]. 

En la ZMCM la evidencia epidemiológica de los efectos del PM y los PAHs en periodos 

vulnerables de la vida como el desarrollo gestacional es prácticamente nula. No se conoce el 

potencial de estos contaminantes para generar daño en el DNA de la población expuesta. 

Previo a este estudio, solamente en el trabajo de García-Suastegui et al., 2011 se evaluó el 

potencial de los PAHs ambientales para formar aductos en el DNA en población expuesta a 

partículas ambientales. 

Finalmente, a pesar de los esfuerzos gubernamentales para mejorar la calidad del aire, no ha 

sido posible cumplir los niveles mínimos de exposición a PM que recomienda la Norma 

Oficial Mexicana y la OMS (para PM10 y PM2.5). Es importante resaltar que en México no 

existe hasta el momento ninguna norma que regule los niveles de PAHs en el ambiente, por 

lo que es necesario reportar los efectos que tienen estos compuestos en las personas expuestas 

de la ZMCM para conocer su potencial tóxico. Los datos presentados en el presente trabajo 

son la primera evidencia molecular de los efectos del PM en la salud perinatal, debido a que 

los niveles de daño al DNA pueden tener consecuencias en la niñez y la vida adulta. 
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2. Justificación 
 

En la ZMCM debido a las actividades antropogénicas, a la alta densidad poblacional y a las 

condiciones geográficas existen grandes emisiones de contaminantes a la atmósfera, dentro 

de los cuales se incluye al PM y el O3. La ZMCM es una de las zonas más contaminadas de 

México y es muy importante poder evaluar los efectos de tales contaminantes en periodos 

importantes de la vida como el desarrollo gestacional. Los niveles de aductos en el DNA en 

muestras fetales no se han determinado en la ZMCM en ningún estudio previo. La frecuencia 

de micronúcleos, así como los aductos en el DNA son marcadores que han sido asociados 

con daño genotóxico, con potencial en implicaciones a largo plazo como el desarrollar 

cáncer. El estudio de estos marcadores nos podría permitir conocer los efectos y las posibles 

consecuencias de vivir en una ciudad con elevados niveles de contaminación. Se sabe que el 

feto es vulnerable a los cambios en el ambiente intrauterino, incluyendo la exposición a 

agentes xenobióticos. Por tal motivo, es fundamental conocer en qué grado y a qué niveles 

la exposición a contaminantes atmosféricos está afectando a los recién nacidos expuestos a 

PM en la Ciudad de México. 
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3. Hipótesis 
 

Las concentraciones ambientales de contaminantes atmosféricos como el PM y el O3 

incrementarán los marcadores de daño al DNA tales como los aductos en el DNA y la 

frecuencia de micronúcleos. Del mismo modo, el estrés oxidante en muestras de sangre 

materna y de sangre de cordón umbilical se asociará con los niveles de contaminantes 

atmosféricos. Además, los niveles de aductos estarán relacionados con las variantes alélicas 

de riesgo de la población. 

4. Objetivo general 
 

Evaluar los niveles de daño genotóxico y de estrés oxidante derivados de la exposición 

prenatal a PM y O3 en mujeres gestantes de la ZMCM. Analizar si existen grupos más 

susceptibles a los efectos tóxicos de los PAHs al ser portadores de variantes de riesgo. 

4.1 Objetivos particulares 
 

• Evaluar los niveles de aductos en el DNA de sangre de cordón umbilical de recién 

nacidos y en sangre periférica de madres. 

• Identificar los polimorfismos en las muestras para las siguientes variantes alélicas 

GSTM1*0, CYP1B1*3, NQO1*2 y MGMT L84F y ver su relación con los niveles de 

aductos e isoprostanos en madres y recién nacidos. 

• Correlacionar los niveles de aductos en las madres y los recién nacidos con los niveles 

de PM2.5 y PM10 reportados por la RAMA de acuerdo con el lugar de residencia. 

• Determinar los niveles de 8-isoprostano (8-iso-PGF2α) en muestras de plasma 

materno y plasma de cordón umbilical y analizar su relación con los contaminantes 

analizados. 

• Determinar la frecuencia de micronúcleos y los parámetros celulares en cultivos de 

linfocitos maternos y de cordón umbilical y analizar su asociación con los niveles de 

PM2.5 y PM10 en la ZMCM de acuerdo con el sitio de residencia. 
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5. Métodos 
 

5.1 Obtención de muestras biológicas 
 

Se colectaron muestras de sangre y orina de 150 de mujeres que aceptaron participar 

voluntariamente en el proyecto, también se colectaron muestras de las placentas y de sangre 

del cordón umbilical al momento del nacimiento. La colecta de las muestras fue en la Unidad 

Médica de Alta Especialidad, del Hospital de Gineco-Obstetricia No. 3 “Dr. Víctor Manuel 

Espinosa de los Reyes Sánchez”, del Centro Médico Nacional “La Raza” del Instituto 

Mexicano del Seguro Social (IMSS), ubicado al norte de la Ciudad de México. La mayoría 

de las mujeres reclutadas en este hospital vivían en la zona norte de la Ciudad, al ser 

derechohabientes del IMSS las pacientes eran enviadas desde sus unidades médicas 

familiares, las cuales están ubicadas en la zona norte. Las muestras fueron colectadas en el 

periodo de febrero del 2014 a diciembre del 2015. 

Posteriormente y de manera similar, se incorporaron al estudio 108 mujeres embarazadas que 

acudían al Centro de Investigación Materno Infantil del Grupo de Estudios al Nacimiento 

(CIMIGen), de las cuales se colectaron las mismas matrices biológicas. El CIMIGen está 

localizado en la zona oriente de la Ciudad de México, el hospital tiene convenios con la 

UNAM a través de su Escuela Nacional de Enfermería y Obstetricia y gran parte de las 

mujeres reclutadas vivían en la zona oriente de la Ciudad. El periodo de muestreo fue de 

octubre del 2016 a mayo del 2018. 

Los muestreos en ambos hospitales se realizaron de manera uniforme en las distintas épocas 

del año con el fin de tener un tamaño de muestra similar entre las estaciones de lluvias y 

secas y así poder comparar los efectos de la contaminación atmosférica en nuestras 

poblaciones de estudio.  

Ambos protocolos fueron aprobados por los Comités de Ética del Instituto de Investigaciones 

Biomédicas de la UNAM, del Instituto Mexicano del Seguro Social y del Centro de 

Investigación Materno Infantil del Grupo de Estudios al Nacimiento. 
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En términos generales, se reclutaron mujeres embarazadas con los siguientes criterios: que 

fueran mujeres no fumadoras con un intervalo de edad de 19-35 años, que hayan permanecido 

al menos los últimos 3 meses de la gestación en la ZMCM, sin enfermedades crónicas como 

diabetes o hipertensión y que el nacimiento haya sido a > 36 semanas de gestación (a término) 

(ver Tabla II). Las voluntarias fueron invitadas a participar en el estudio en una consulta 

previa o al momento de la admisión hospitalaria durante la labor de parto. Previamente, se 

revisaron los expedientes médicos para establecer si eran probables candidatas para ingresar 

al estudio.  

Las mujeres voluntarias posterior a que se les informara la finalidad y los objetivos del 

estudio firmaron una carta de consentimiento informado. Durante la entrevista se les hicieron 

preguntas en relación con sus hábitos personales y alimenticios para descartar elementos de 

confusión como el consumo de comida frita o carbonizada, tabaquismo, enfermedades 

crónicas, la cercanía de su domicilio a fábricas o gasolineras, lugar de residencia, edad 

materna, ocupación, consumo de fármacos o exposición ocupacional a agentes genotóxicos. 

Todas las voluntarias que participaron en este estudio durante toda la gestación consumieron 

hierro y ácido fólico dentro de los cuidados prenatales. 

Se colectaron 10 mL de sangre periférica de la madres y 10 mL de sangre de cordón umbilical 

del recién nacido en tubos Vacutainer con EDTA K2. Del mismo modo, fueron colectados 

otros 6 mL de sangre materna y 6 mL sangre fetal en tubos Vacutainer con Heparina. Además, 

se tomaron 5 cm3 de tejido de placenta en su cara materna y 5 cm3 de cara fetal en tubos 

estériles. Asimismo, se colectaron de 10-20 mL de orina de las madres para realizar las 

determinaciones de los niveles de cotinina. Las muestras biológicas se colocaron a -20°C, 

para enviarse de manera inmediata al Instituto de Investigaciones Biomédicas, en donde se 

almacenaron a -80°C para gradualmente iniciar su procesamiento y análisis. Las muestras de 

sangre heparinizada se mantuvieron a temperatura ambiente. 
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5.2 Diseño del estudio 
 

En esta tesis se estudiaron dos cohortes en las que se evaluaron diferentes biomarcadores 

de daño con la finalidad de establecer los efectos de la exposición gestacional al material 

particulado en distintos sitios de la ZMCM (Figura 7). En la primera cohorte del norte, 

con muestras de las voluntarias del Centro Médico Nacional “La Raza” se evaluaron los 

niveles de aductos en el DNA de sangre materna y de cordón umbilical. Se evaluaron 

también los niveles de daño oxidante en lípidos en plasma sanguíneo y finalmente se 

evaluó el efecto de varios polimorfismos de riesgo sobre los niveles de los biomarcadores 

previamente mencionados. Asimismo, se agruparon muestras en las que se realizaron 

cultivos de linfocitos que proliferaron y además que fue posible su cuantificación de las 

cohortes del Centro Médico Nacional “La Raza” y del Hospital CIMIGen. En estas 

muestras se evaluó el efecto de la exposición ambiental al PM sobre los niveles de 

micronúcleos en linfocitos de sangre materna y de cordón umbilical. La frecuencia de 

micronúcleos se utilizó como biomarcador validado de riesgo a la salud, como ya se 

mencionó se ha relacionado con un incrementado riesgo para desarrollar cáncer en 

estudios poblacionales.  

Tabla II: Criterios de inclusión y exclusión empleados en el estudio. 

Inclusión Exclusión 

• >36 semanas de gestación. 

• 19-35 años. 

• Feto vivo. 

• Que acepten participar y firmen la 
carta de consentimiento de 
colaboración. 

• Que hayan permanecido en la zona 
de residencia en los últimos 3 
meses.  

• Pacientes con tabaquismo activo. 

• Pacientes con exposición ocupacional a metales o 
hidrocarburos aromáticos policíclicos. 

• Recién nacidos con fenotipo compatible con 
cromosomopatía. 

• Pacientes que presenten ruptura prematura de 
membranas asociada a proceso infeccioso. 

• Pacientes con enfermedades crónicas como 
diabetes o hipertensión. 
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Figura 7. Diseño experimental y distribución de las muestras biológicas. Se evaluaron los efectos de la 

exposición gestacional al PM en madres y recién nacidos de la ZMCM, para ello se realizó la investigación dos 

fases. En la primera parte, en la cohorte del Centro Médico Nacional “La Raza”, se evaluaron los niveles de 

aductos en el DNA y los niveles de daño oxidante en lípidos en sangre materna y de cordón umbilical y su 

relación con variantes alélicas de riesgo. En la segunda parte, se evaluó la frecuencia de micronúcleos en 

linfocitos maternos y de cordón umbilical en una cohorte mixta compuesta por muestras del Centro Médico 

Nacional “La Raza” y del hospital “CIMIGen”. 

5.3 Monitoreo ambiental de los contaminantes en el aire de la ZMCM 
 

Se obtuvieron los registros de la Red Automática de Monitoreo Atmosférico (RAMA) de las 

zonas en las cuales residieron las voluntarias reclutadas en este estudio. La estimación de los 

niveles de exposición se realizó de manera similar a lo reportado por García-Suastegui et al., 

2011. Se establecieron diferentes zonas en la ZMCM (norte, sur, oriente, poniente y centro) 

en las que se llevaron a cabo los cálculos de concentración de PM con las estaciones de 

monitoreo dentro de cada una de las zonas definidas anteriormente, por lo que se obtuvieron 

valores de exposición para cada una de las zonas establecidas. Los datos de concentración de 

PM se estimaron con los promedios diarios de las concentraciones ambientales de PM2.5, 

PM10 y O3. Para poder estimar la exposición de las voluntarias que acudían al Centro Médico 

Efectos del PM 
y el O3 en 

recién nacidos 
expuestos en la 

ZMCM.

Resutados Parte 1.
Cohorte: "La Raza"

Niveles de aductos en el DNA sangre materna y de cordón 
umbilical, polimorfismos de riesgo y daño oxidante en plasma 

sanguíneo.

106 muestras utilizadas para este análisis.

Resultados Parte 2.
Cohorte: "La Raza" y Cohorte: "CIMIGen"

Frecuencia de micronúcleos en cultivos de lifocitos de sangre 
materna y de cordón umbilical.

84 muestras utilizadas.



 45 

Nacional “La Raza”, se estimaron los niveles de PM y O3 de las estaciones ubicadas en la 

zona centro-norte de la Ciudad de México, zona en la cual predominantemente las voluntarias 

residían. Del mismo modo, se hizo la estimación de los niveles de exposición a PM de las 

voluntarias reclutadas en el Hospital CIMIGen ubicado en la alcaldía de Iztapalapa, la 

mayoría de las mujeres vivían en esa zona de la ciudad y para las que vivían en otras zonas, 

el cálculo de la exposición a PM se hizo de acuerdo con las estaciones de monitoreo de la 

zona en la que vivían.  

Se realizaron estimaciones del nivel de exposición en diferentes estadios de la gestación, 

estos cálculos se llevaron a cabo de acuerdo con la fecha de nacimiento y a las semanas de 

gestación reportadas en el cuestionario. Se hicieron las estimaciones de exposición para el 

1º, 2º y 3º trimestre, así como para todo el embarazo para ambos diámetros aerodinámicos de 

PM. 

5.4 Determinación de cotinina en orina 
 

Se realizó la determinación de cotinina (1-metil-3-(2-piridinil)-2-pirrolidinona) en orina, 

debido a que esta sustancia es un metabolito de la nicotina, la cual está presente en el tabaco. 

La determinación de la concentración en orina de este metabolito se realizó mediante un kit 

de detección rápida, One Step Cotinine Test Device, de Certum Diagnostics. Está prueba 

determina como positivo para tabaquismo activo a aquellas muestras que presenten 

concentraciones superiores a 200 ng/mL de cotinina en orina. Todas las muestras que 

resultaron positivas fueron descartadas. 

5.5 Purificación del DNA 
 

Se purificó el DNA de linfocitos utilizando el método estándar de extracción de Fenol-

Cloroformo [Sambrook et al., 1989], en combinación de tratamientos con RNasa A y 

Proteinasa K. Las muestras aisladas de DNA fueron fraccionadas en pequeños volúmenes 

para su manejo y congeladas a -80ºC para su posterior análisis. Las concentraciones de DNA 

fueron determinadas espectrofotométricamente a 260 nm en un NanoDrop ND-1000 

(Thermo Fisher Scientific). El DNA fue disuelto en agua libre de nucleasas y la integridad 
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fue verificada mediante electroforesis en agarosa al 0.8%. La pureza fue determinada a través 

de los cocientes de absorbancia 260/280 y 230/260. 

5.6 Determinación de aductos en el DNA en sangre por medio 32P-Postlabeling 
 

El proceso de detección de aductos mediante la técnica de post-marcaje con 32P (32P-

Postlabeling) puede ser aplicable de manera muy amplia en aductos que tienen la 

característica de ser grandes (Bulky adducts), aromáticos o hidrofóbicos, como aquellos 

formados por los hidrocarburos policíclicos aromáticos [Phillips and Arlt, 2007]. Este ensayo 

se realizó en el Laboratorio de Radiactividad del Instituto de Investigaciones Biomédicas de 

la UNAM.  

Brevemente, 4 µg de DNA fueron digeridos toda la noche con una mezcla de MN y SPD 

(Nucleasa Micrococcal y Fosfodiesterasa de bazo de ternera tipo II, respectivamente) a 37°C, 

esto con la finalidad de digerir de manera total el DNA, dando como resultado 

mononucleótidos 3’ monofosfato. Posteriormente se realizó un enriquecimiento mediante 

una digestión con NP1 (Nucleasa P1) para desfosforilar los nucleótidos sin aductos, dejando 

fosforilados en la posición 3’ sólo de aquellos nucleótidos que poseen aductos, esta diferencia 

es debido a que la enzima NP1 es sensible a los cambios estructurales de los nucleótidos, 

siendo imposible su actividad fosfatasa sobre aquellos nucleótidos con aductos y dando como 

resultados nucleósidos en aquellos nucleótidos que no tienen daño. 

Inmediatamente después, los nucleótidos 3’ monofosfato con aductos se marcaron con 37 

µCi de [γ-32P] ATP en presencia de T4-PNK (Polinucleótido cinasa T4) durante una hora, la 

enzima T4-PNK fosforila en la posición 5’ sólo en presencia de un grupo fosfato en la 

posición 3’, por lo que debido a esta actividad se lleva a cabo el marcaje especifico de los 

nucleótidos con aductos, dejando excluidos a los nucleósidos sin alteraciones (previamente 

tratados por la enzima NP1).  
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Figura 8. Diagrama de la placa de cromatografía en 

capa fina. En las flechas del costado izquierdo se 

muestran las orientaciones de la cromatografía 

multidireccional en capa fina en placas de 

polietilenoimina-celulosa (marcadas como D1, D2 y 

D3). Se muestra el sitio de aplicación de la muestra 

(Origen) del DNA marcado radioactivamente, la 

colocación del papel filtro y la manera de corte de la 

placa (Figura tomada y modificada de Phillips and 

Artl, 2007). 

Posteriormente se aplicó el total de la mezcla en el punto de origen (Figura 8) en hojas de 

PEI polietilenoimina-celulosa para cromatografía en capa fina. Una vez aplicada la mezcla 

se corrió la placa cromatográfica en la dirección D1, durante toda la noche hacia el papel 

filtro Whatman (figura 8). Posteriormente, se corrieron las placas en las direcciones D2 y D3 

(figura 8). Los buffers de cromatografía fueron los siguientes: D1: 1 M fosfato de sodio, pH 

6.0; D2: 3.5 M formato de litio, 8.5 M urea, pH 3.5; y D3: 0.8 M cloruro de litio, 0.5 M Tris, 

8.5 M urea, pH 8.0; los buffers mencionados anteriormente están optimizados para la 

detección de aductos provocados por PAHs [Phillips and Arlt, 2007]. Finalmente, las placas 

cromatográficas fueron expuestas a película autoradiográfica a -80°C durante dos días. 

Después de revelar la película, los “spots” de interés fueron recortados, que en este caso es 

la región DRZ (Diagonal Radiactive Zone, es donde se localizan los aductos derivados de 

PAHs) y la radioactividad fue medida en el contador de centelleo Multi-purpose scintillation 

counter LS 6500 (Beckman-Coulter, USA). Las mediciones de los niveles de aductos fueron 

hechas en duplicado y en caso de que la variación entre ellas superara el 20%, el ensayo se 

realiza por triplicado (Binková et al., 1994). 

5.7 Determinación de los niveles en plasma de 8-iso-PGF2α 

 

La determinación de los niveles de isoprostanos se llevó a cabo en el Laboratorio de Ensayos 

de Desarrollo Farmacéutico en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán a cargo de la 

Dra. Raquel López Arellano. Los niveles de 8-iso-PGF2α en plasma fueron determinados 
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mediante cromatografía liquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS). 

8-iso-PGF2α fue extraído del plasma sanguíneo utilizando los métodos descritos [Bastani et 

al., 2009; Dupuy et al., 2016; Larose et al., 2013]. Brevemente, 100 µl de estándar interno 

fueron agregados a 500 µl de plasma sanguíneo. Posteriormente, 500 µl de solución de 

hidrólisis (15% p/p KOH) fueron agregados. La mezcla resultante fue agitada en el vórtex e 

incubada en un baño ultrasónico a 40ºC durante 30 minutos. Después, las muestras fueron 

acidificadas con 225 µl de ácido fórmico 6 M, agitadas en el vórtex y posteriormente 

centrifugadas a 15,000 rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes (350 µl) fueron aplicados 

en una placa de extracción en fase sólida Oasis® MAX µElution Plate. Los pozos fueron 

condicionados con 500 µl de MeOH y equilibrada con 500 µl ácido fórmico 20 mM. Las 

muestras fueron cargadas y los pozos fueron lavados con 350 µl de NH4OH al 2%. El 8-iso-

PGF2α fue eluído con 50 µl de ACN: IPA (40:60) con 5% de FA y diluido en 150 µl de agua. 

Las alícuotas (30 µl) fueron inyectadas en el sistema LC-MS/MS utilizando una columna de 

2.7 µm ACQUITY BEH UPLC® C18. 

5.8 Identificación de los polimorfismos para GSTM1*0, CYP1B1*3, NQO1*2 y MGMT 
L84F 
 

Se llevó a cabo la determinación de las variantes alélicas de riesgo de acuerdo con los 

hallazgos de investigaciones previas del grupo de trabajo en la que se ha encontrado 

asociación entre los polimorfismos GSTM1*0, CYP1B1*3, NQO1*2 y MGMT L84F con los 

niveles de aductos [Garcia-Suastegui et al., 2011; Molina et al., 2013].  

El polimorfismo de GSTM1*0, consiste en una PCR (Polymerase Chain Reaction) múltiple 

en la que con la amplificación del gen se comprueba la presencia o ausencia del gen, 

utilizando al mismo tiempo como control de amplificación un gen que no tenga deleciones, 

en nuestro caso fue CYP1A1 [Abdel-Rahman et al., 1996]. Le genotipificación de CYP1B1*3 

se realizó mediante PCR acoplado a RFLP (PCR-RFLP; Restriction Fragment Length 

Polymorphism), la cual consiste en la amplificación de un fragmento de 650 bp que 

corresponden a la secuencia del gen CYP1B1, posteriormente el segmento amplificado fue 

digerido mediante la enzima de restricción Eco57I, permitiendo la discriminación de los 

individuos que son portadores de uno o dos alelos mutantes mediante el corte del segmento 
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inicialmente amplificado [Watanabe et al., 2000]. La identificación del polimorfismo de 

MGMT se llevó a cabo de igual manera por medio de PCR-RFLP, mediante PCR se genera 

un fragmento amplificado de 499 pares de bases, el cual es sometido a la digestión por la 

endonucleasa SapI [Hill et al., 2007]. Finalmente, el polimorfismo NQO1*2 de manera 

similar, se genera un fragmento de 299 bp en cual es sometido a digestión con la enzima de 

restricción HinfI [Eguchi-Ishimae et al., 2005]. Los fragmentos generados son separados por 

electroforesis en geles de agarosa para identificar a las variantes en cada caso. 

5.9 Cultivo celular de linfocitos humanos, ensayo de micronúcleos por bloqueo de 
citocinesis (CBMN) y parámetros del Citoma 
 

El cultivo de linfocitos y la determinación de los niveles de micronúcleos fue llevaba a cabo 

en el Departamento de Medicina Genómica y Toxicología Ambiental del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas por la Dra. Patricia Ostrosky Wegman, la Dra. Ana María 

Salazar y la QFB. Monserrat Sordo Cedeño. 

Los leucocitos fueron aislados de aproximadamente 3 mL de sangre con heparina como 

anticoagulante utilizando un gradiente de centrifugación de Ficoll. De las células 

recuperadas, aproximadamente 1 millón de células fueron sembradas en 5 mL de medio de 

cultivo RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino al 10%, L-glutamato 200 mM (1%) 

y aminoácidos no esenciales (1%). 

Posteriormente, se adicionó a las células Fitohemaglutinina (30 μg/ml) para promover la 

proliferación. Las células fueron incubadas a 37ºC y después de 44 horas se les agregó 

Citocalasina B (6 μg/ml). A las 72 horas de cultivo, las suspensiones celulares fueron fijadas 

y lavadas con una solución de metanol frío y ácido acético (3:1). Las células se colectaron 

por centrifugación y colocadas en un portaobjetos de vidrio precongelado para preservar la 

integridad de la membrana plasmática. Las células fueron teñidas con colorante Hemacolor 

para su análisis en el microscopio. 

Posteriormente, se determinó la cinética de proliferación celular (citostaticidad) a través del 

índice de división nuclear (NDI) [Eastmond and Tucker, 1989]. Se registró el número de 

células mononucleadas (M), células binucleadas (BN) y células polinucleadas (P) en un 
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conteo total de 200 células. La actividad citostática fue determinada por medio de la siguiente 

ecuación: 

(𝑁𝐷𝐼) =
[𝑀 + 2(𝐵𝑁) + 3(𝑃)]

𝑁  

En donde, N es igual al número total de células registradas. 

La evaluación de la frecuencia de micronúcleos y de los parámetros del citoma, tales como 

gemaciones nucleares (buds), puentes nucleoplasmáticos, numero de células apoptóticas y 

necróticas fue determinada de acuerdo a lo propuesto por Fenech con algunas modificaciones 

[Fenech et al., 2003]. Los resultados fueron expresados como la frecuencia relativa en 1000 

células binucleadas. 

5.10 Análisis estadístico 
 

Se calcularon los promedios y la desviación estándar de la edad materna, edad gestacional, 

peso al nacimiento para cada una de las cohortes usadas en este estudio. En el caso de las 

concentraciones de PM2.5, PM10 y O3, se calcularon los valores medianos mensuales para 

estimar las variaciones estaciones de los contaminantes en la ZMCM (Figura 9). Para 

comparar las diferencias entre los niveles de contaminantes en las épocas del año se 

realizaron pruebas de U de Mann-Whitney para realizar las comparaciones en todos los años 

contemplados. Además, para estimar la exposición para cada binomio madre-feto y del tal 

modo poder realizar los análisis de asociación, se calcularon los valores promedio de 

exposición a PM y O3 para el último mes, el último bimestre y trimestre de la gestación. Para 

comparar los niveles de aductos en el DNA y los niveles de 8-iso-prostanoPGF2α en madres 

y sus recién nacidos, se realizaron pruebas de muestras pareadas de Wilcoxon. La asociación 

entre los niveles de aductos en leucocitos maternos y de cordón umbilical con los niveles 

ambientales de PM2.5, PM10 y O3 fue explorada mediante análisis de correlación de 

Spearman. Para analizar la asociación entre la exposición a PM y la frecuencia de 

micronúcleos se realizaron correlaciones de Spearman, y la misma prueba se usó para 

analizar el efecto de la edad materna sobre los niveles de micronúcleos. Para evaluar la 

asociación entre los niveles de aductos en el DNA y los diferentes polimorfismos, 

comparamos el genotipo de silvestre con los genotipos heterocigotos y homocigotos 
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mutantes con una prueba U de Mann-Whitney. Se realizaron análisis de regresión múltiple 

entre los niveles de aductos en el DNA de sangre de cordón umbilical, PM2.5, PM10 y 

variantes alélicas de riesgo tanto en madres como en recién nacidos. Se realizaron análisis de 

regresión múltiple para evaluar el efecto de la exposición a PM, edad materna y ocupación 

en las frecuencias de MN. Para examinar la interacción entre los genotipos de CYP1B1 

maternos y fetales y los niveles de aductos en sangre del cordón umbilical, se utilizó un 

análisis empírico de distribución acumulativa para asociar cada combinación de genotipo con 

los niveles de aductos en el DNA. Se usaron transformaciones logarítmicas para variables 

como los aductos en el DNA, los niveles de 8-iso-prostanePGF2α y las frecuencias de 

micronúcleos para corregir la normalidad y homogenizar las varianzas. En todos los análisis 

estadísticos, el valor de p<0.05 fue considerado como estadísticamente significativo. Los 

análisis estadísticos fueron realizados usando GraphPad Prism 7 y SigmaPlot 12.5. 
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6. Resultados 
 
6.1 Resultados Parte 1: Aductos en el DNA, variantes alélicas de riesgo y daño oxidante 
en madres y fetos expuestos a PM en la ZMCM. Cohorte “La Raza” 
 

6.1.1 Población de estudio 
 

Un total de 106 muestras de 150 cumplieron con los criterios de inclusión (Tabla II). Las 

características demográficas se muestran en la Tabla III. Todas las mujeres voluntarias 

incluidas en la primera cohorte resultaron negativas para la prueba de cotinina en orina 

(cotinina <200 ng/mL de orina). El promedio de edad de las voluntarias fue de 30.92 ± 5.6 

años y el promedio de la duración del embarazo fue de 38.33 ± 1.1 semanas. En nuestra 

cohorte el 52% de los neonatos fueron de sexo femenino, el promedio del peso al nacimiento 

fue de 3075 ± 414.1 gramos y el promedio de la longitud al nacimiento fue de 49.63 ± 5.6 

centímetros. Todos los parámetros perinatales analizados se consideran normales para 

nacimientos que concluyeron a término.  
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6.1.2 Monitoreo de las concentraciones de PM2.5, PM10 y Ozono en la ZMCM 
 

El monitoreo de los niveles de contaminantes en la ZMCM fue llevado a cabo de manera 

similar a lo que reporta García-Suastegui en el 2011. Brevemente, con los datos de las 

concentraciones diarias de PM2.5, PM10 y O3 reportadas por las estaciones de la RAMA, se 

estimaron los promedios mensuales de los contaminantes previamente mencionados en el 

periodo comprendido entre los años 2011-2015 (Figura 9). En el periodo del 2011-2015, los 

niveles de PM2.5 y PM10 fueron significativamente más altos (p<0.0001) durante las 

estaciones secas (noviembre-abril) comparados con los niveles de partículas calculados para 

Tabla III. Características demográficas y biomarcadores de la 
población de estudio. 

 
 
Número de voluntarios que cumplieron con los criterios de 
inclusión 

 
106 

Edad gestacional de los neonatos (semanas; media ± DE) 38.33±1.1 
Sexo de los neonatos (n; %)  
     Masculino 49 (46.23) 
     Femenino 53 (50) 
     No reportados 4 (3.77) 
Peso al nacimiento (gr; media ± DE)  3075±414.1 
Longitud al nacimiento (cm; media ± DE)  49.63±2.2 
Edad materna (años; media ± DE) 30.92±5.6 
Ocupación/exposición materna (n; %)  
     Amas de casa 40 (37.74) 
     Empleadas 53 (50) 
     Exposición elevada a PAHs 3 (2.83) 
     No reportado 10 (9.43) 
     Fumadoras 0 (0) 
PAH-DNA aductos/108 nucleótidos   
     Madres (mediana ± RI)  1.105 (0.513-1.832) 
     Cordón umbilical (mediana ± RI) 1.334a (0.779-2.000) 
8-iso-PGF2α (pg/mL plasma)  
     Madres (mediana ± RI) 127.6 (76.64-174.1) 
     Cordón umbilical (mediana ± RI) 210.4b (149.0-277.3) 
Relación aductos cordón umbilical/maternos (RACUM)  
     RACUM³1 (%) 60.37 
     RACUM<1 (%) 39.63 
  
DE: Desviación Estándar; RI: Rango Intercuartil; Prueba para muestras pareadas de Wilcoxon, a: 
madres vs cordón umbilical, p=0.0078, b: madres vs cordón umbilical, p<0.0001.  
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los meses correspondientes a las estaciones lluviosas (mayo-octubre; Figura 9). Las 

disminuciones de las concentraciones de PM se deben a las precipitaciones en la ZMCM, la 

lluvia provoca un lavado atmosférico que arrastra al suelo las partículas suspendidas, lo cual 

se ve reflejado en una disminución de los niveles ambientales de PM [SEDEMA, 2008, 

2010]. Los niveles más altos de O3 en la zona norte de la ZMCM se observaron en durante 

el periodo de marzo-junio.  

Posteriormente se calcularon los niveles de exposición a partículas PM2.5 y PM10 para cada 

par madre-feto tomando en consideración las semanas de gestación y la fecha de nacimiento, 

esto con la finalidad de establecer un nivel de exposición personalizado en el primero, 

segundo y tercer trimestre de la gestación, así como durante todo el embarazo (Figura 10). 

La mayoría de las mujeres participantes estuvieron expuestas a niveles superiores a los que 

la Norma Oficial Mexicana establece como seguros (12 µg/m3 para PM2.5 y 40 µg/m3 para 

PM10) [NOM, 2014]. Del mismo modo, al considerar los límites seguros de la OMS, todas 

las mujeres incluidas en el estudio estuvieron expuestas a niveles por arriba de las normas 

internacionales (10 µg/m3 para PM2.5 y 35 µg/m3 para PM10) [IARC, 2013] 
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Figura 9. Concentraciones mensuales de PM2.5, PM10 y O3 de las estaciones de monitoreo de la RAMA de la 

zona norte de la ZMCM en el periodo 2011-2015. La descripción del cálculo de los niveles de los contaminantes 

se detalla en la sección 5.3. Se compararon los niveles de PM y O3 entre las estaciones secas y lluviosas de cada 

año a través de la prueba de U de Mann-Whitney, se representan en barras con asteriscos las diferencias entre 

los periodos de noviembre-mayo y de junio-octubre. Se puede apreciar la variación estacional de los niveles de 

contaminantes atmosféricos en la ZMCM, este efecto puede atribuirse a condiciones climáticas como la 

temperatura y la precipitación. 

6.1.3 Aductos en el DNA en madres y recién nacidos 
 

Se realizó la cuantificación de los niveles de aductos en el DNA en muestras de sangre 

periférica materna y sangre de cordón umbilical. La mediana de los aductos en el DNA 

materno fue de 1.105 (RI: 0.513, 1.832) y la mediana de aductos en el DNA de cordón 

umbilical fue de 1.334 (RI: 0.7798, 2.0) por 108 nucleótidos. Los niveles de aductos en el 

DNA de cordón umbilical fueron significativamente más altos que los encontrados en el 

DNA materno (p=0.0022; Tabla III; Figura 11A). Estos resultados muestran que hay un 20% 

más aductos en las muestras de sangre de cordón umbilical comparado con los niveles en 

sangre materna. 

 

Figura 10. Niveles de exposición a PM2.5 y PM10 para cada una de las voluntarias en diferentes momentos de 

la gestación. A) Niveles de exposición a PM2.5 para cada mujer durante el primero, segundo y tercer trimestre 
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del embarazo, también se muestran las concentraciones para toda la gestación. La exposición se estimó 

empleando la fecha de nacimiento, el número de semanas de gestación para cada par madre-hijo y las 

concentraciones de PM2.5 en ese periodo de tiempo. Se compararon los niveles de exposición en esos periodos 

de tiempo mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones múltiples de Dunn, **p<0.0001 

(1º vs 2º Trimestre), **p<0.0001 (1º vs 3º Trimestre), *p=0.0046 (1º vs Toda la gestación). B) Niveles de 

exposición a PM10 en distintos periodos del embarazo. La exposición se estimó empleando la fecha de 

nacimiento, el número de semanas de gestación para cada par madre-hijo y las concentraciones de PM10 en ese 

periodo de tiempo. Del mismo modo, se compararon los niveles de exposición en esos periodos de tiempo a 

través de la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones múltiples de Dunn, **p<0.0001 (1º vs 2º 

Trimestre), **p<0.0001 (1º vs 3º Trimestre), *p=0.0060 (1º vs Toda la gestación). La línea punteada de los 

gráficos muestra el límite anual para PM2.5 y PM10 de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-025-

SSA1-2014. Se puede apreciar que la mayoría de las mujeres voluntarias están expuestas a niveles que están 

por arriba de lo que establece la Norma Oficial Mexicana. 

Se realizó un análisis de correlación de Spearman entre los niveles de aductos en el DNA 

materno y los niveles de aductos detectados en sangre de cordón umbilical, se encontró una 

correlación positiva (r=0.634, 95% IC [0.500, 0.738], p<0.0001; Figura 11B), este resultado 

sugiere la trasferencia efectiva de los PAHs a través del tejido placentario y de la importancia 

de la exposición materna en los niveles del daño fetales.  
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Figura 11. Niveles de aductos en madres e hijos expuestos a PM en la ZMCM. A) niveles de aductos en sangre 

materna (MA) y en sangre de cordón umbilical (RN). Se muestran con las líneas los valores de la mediana y 

los rangos intercuartiles, cada punto en el gráfico representa un individuo. Los datos se compararon con una 

prueba de muestra pareadas de Wilcoxon, p=0.0022. B) Correlación de Spearman entre los niveles de aductos 

en sangre materna (MA) y los aductos en sangre de cordón umbilical (RN), este resultado muestra la 

transferencia de los PAHs a través del tejido placentario (r=0.6344, 95% IC [0.500-0.738], p<0.0001). 

Los niveles de aductos en el DNA se analizaron considerando la época del año en la que 

ocurrieron los nacimientos. Utilizando como criterio el último mes de gestación, se separaron 

las muestras en dos grupos, uno para la época seca del año y otro para la época lluviosa. Con 

este análisis se encontró que los niveles de aductos tanto en sangre materna como en sangre 

de cordón umbilical fueron más altos significativamente durante la época seca del año 

comparados con la época lluviosa (p<0.0001; Figura 12A), es decir, las precipitaciones 

disminuyen las concentraciones de PM en el ambiente y esto tiene relación con los niveles 

de aductos detectados. Además, cuando se comparan los niveles de aductos entre madres e 

hijos durante la época seca del año, encontramos que los leucocitos de cordón umbilical 

tienen significativamente más aductos que los leucocitos maternos (p=0.0009) pero no se 

observa esto cuando las muestras se tomaron en la época lluviosa (Figura 12A). Estos datos 

sugieren un incremento en la susceptibilidad fetal a presentar daño en el DNA cuando los 

niveles de exposición se incrementan. 

En nuestra cohorte, se calculó la RACUM (Relación Aductos Cordón Umbilical/Maternos), 

cuando la RACUM > 1 se considera como un indicador de susceptibilidad fetal de daño al 

DNA derivado de los PAHs absorbidos por sus madres [Jedrychowski et al., 2013]. De 

manera general, un 60.95% de los binomios madre-recién nacido analizados tienen una 

RACUM>1, lo cual implica que un alto porcentaje de los recién nacidos de la población de 

estudio tienen niveles de aductos en el DNA más altos que sus madres (Tabla III; Figura 

12B). Además, la proporción de RACUM>1 es mayor durante la estación seca (Figura 12B). 

No hay diferencias en los niveles de aductos en el DNA en relación con el sexo del recién 

nacido (datos no mostrados, p=0.3319), algunos estudios sugieren que los fetos masculinos 
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son más sensibles a la exposición prenatal a las PM2.5 [Jedrychowski et al., 2009]. Sin 

embargo, en nuestra población no encontramos tal fenómeno. 

 

Figura 12. Efectos de la estación del año sobre los niveles de aductos en madres e hijos. A) Comparación 

estacional de los niveles de aductos sangre materna y de cordón umbilical, la separación por estación se llevó a 

cabo considerando el último mes de la gestación. Tamaños de muestra de los grupos: MA Seca=53, MA 

Lluviosa=54, RN Seca=53 y RN Lluviosa 54. Las diferencias fueron analizadas a través de la prueba de 

muestras pareadas de Wilcoxon. *p<0.0001, **p=0.0009. B) Relación aductos en cordón umbilical y aductos 

maternos (RACUM) separados de acuerdo con la estación del año. Valores de la RACUM>1 se encuentran 

principalmente en las muestras colectadas durante la época seca del año. Valores de la RACUM>1 implican 

mayor susceptibilidad fetal para tener daño en el DNA. 

6.1.4 Asociación entre los niveles de aductos y las concentraciones ambientales de PM 
 

Exploramos el efecto de la exposición a partículas y al ozono en diferentes ventanas de 

tiempo dentro del último trimestre de la gestación, para ello se estimó la exposición de cada 

par madre-hijo durante el último mes, el último bimestre y el último trimestre del embarazo.  

En el caso de las partículas PM2.5, se encontraron asociaciones significativas entre los niveles 

de aductos y las concentraciones de partículas (Figura 13). En el caso de las muestras de 

DNA materno no se encontró asociación considerando el último mes de la gestación 
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(r=0.0465, 95% IC [-0.152, 0.241], p=0.3187; Figura 13A). Sin embargo, se encontraron 

asociaciones significativas entre el nivel de aductos y la exposición a PM2.5 durante el último 

bimestre (r=0.3075, 95% IC [0.117, 0.475], p=0.0007) y el último trimestre de la gestación 

(r=0.3453, 95% IC [0.158, 0.507], p=0.0002). En el caso de las muestras de cordón 

umbilical, se obtuvieron resultados similares, durante el último mes de la gestación no 

encontramos correlación entre los niveles de aductos y la exposición a PM2.5 (r=0.1134, 95% 

IC [-0.085, 0.303], p=0.1247; Figura 13B). En cambio, para el caso del último bimestre y el 

último trimestre se encontraron correlaciones significativas (r=0.4435, 95% IC [0.269, 

0.589], p<0.0001 y r=0.4722, 95% IC [0.303, 0.612], p<0.0001; respectivamente). Es 

importante mencionar que la asociación encontrada entre las concentraciones de PM2.5 y los 

niveles de aductos en cordón umbilical siguen una tendencia lineal dosis-respuesta. 

 
Figura 13. Correlaciones de Spearman entre las concentraciones de PM2.5 y los niveles de aductos tanto en 

sangre materna y sangre de cordón umbilical. A) Niveles de aductos en sangre materna asociados con las 
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concentraciones de PM2.5 durante el último trimestre de la gestación. Se puede apreciar que las asociaciones 

más fuertes se encontraron durante el último bimestre y el último trimestre del embarazo. B) Asociación entre 

los niveles de aductos en sangre de cordón umbilical y las concentraciones ambientales de PM2.5 en varios 

periodos de tiempo dentro del tercer trimestre de la gestación. Las asociaciones fueron más evidentes en el 

último bimestre y el último trimestre. 

En el caso del PM10, se encontraron resultados igualmente interesantes. En el caso de las 

muestras de sangre materna, el punto más fuerte para estimar la asociación entre los niveles 

de PM10 y los aductos en el DNA fue el último mes del embarazo (r=0.341, 95% IC [0.154, 

0.504], p=0.0002; Figura 14A) comparado con los valores de correlación obtenidos para el 

último bimestre (r=0.306, 95% IC [0.1165, 0.475], p=0.0007) y para el último trimestre 

(r=0.268, 95% IC [0.075, 0.442], p=0.0028). De manera similar a los resultados previos, en 

las muestras de sangre de cordón umbilical el punto para estimar más fuerte la asociación fue 

durante el último mes de la gestación (r=0.465, 95% IC [0.295, 0.607], p<0.0001; Figura 

14B) comparado con el último bimestre y el último trimestre (r=0.446, 95% IC [0.273, 

0.591], p<0.0001 y r=0.362, 95% IC [0.178, 0.522], p<0.0001; respectivamente). 
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Figura 14. Correlaciones de Spearman entre las concentraciones ambientales de PM10 y los niveles de aductos 

en sangre materna y sangre de cordón umbilical. A) Niveles de aductos en sangre materna y su asociación con 

las concentraciones de PM10 en tres ventanas de tiempo dentro del último trimestre de la gestación. La 

asociación más fuerte se encontró en el último mes de la gestación. B) Asociación de los niveles de aductos en 

sangre de cordón umbilical y los niveles de PM10 en el último trimestre del embarazo. La asociación más 

importante fue encontrada en el último mes de la gestación. Las líneas punteadas representan el valor promedio 

de exposición a PM10 en el último trimestre (48.58 µg/m3). No se encontraron asociaciones significativas por 

debajo del valor promedio. Sin embargo, por encima de tal valor la generación de aductos sigue una tendencia 

lineal respecto a la concentración de PM10. 

Las asociaciones entre los niveles ambientales de PM2.5 y PM10 con los niveles de aductos 

fueron siempre más fuertes en las muestras de cordón umbilical (considerando los valores de 

correlación Rho “r”; Figuras 13 y 14), esta información podría sugerir que existe una mayor 

susceptibilidad en el feto para la formación de aductos en el DNA o una tasa de reparación 

de estas lesiones más lenta comparada lo que podría ocurrir en un organismo adulto. 
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La formación de los aductos en sangre fetal y su relación con las PM10 fue explorada de 

acuerdo con los valores promedio de PM10 en el último trimestre del embarazo (48.58 µg/m3). 

Por lo cual se llevaron a cabo análisis de correlación de Spearman con los recién nacidos 

expuestos a niveles por debajo y por arriba de la media de exposición a PM10 (Figura 13, 

línea punteada). No se encontró ninguna asociación significativa cuando se realizaron los 

análisis con los fetos expuestos a niveles <48.58 µg/m3. Sin embargo, cuando los análisis se 

realizaron con ³48.58 µg/m3, se encontraron asociaciones positivas para el último mes 

(r=0.464, 95% IC [0.224, 0.651], p<0.0001), el último bimestre (r=0.5745, 95% IC [0.376, 

0.722], p<0.0001) y el último trimestre (r=0.464, 95% CI [0.241, 0.640], p<0.0001). 

Los análisis de correlación se enfocaron solamente en la parte final del embarazo debido a 

que no se encontraron asociaciones positivas entre las concentraciones de PM y los niveles 

de aductos en los dos primeros trimestres de la gestación. En el caso del primer trimestre de 

la gestación, las correlaciones para ambos diámetros aerodinámicos de partículas no 

resultaron ser significativas (datos no mostrados). Durante el segundo trimestre del 

embarazo, en el caso de las PM2.5 se encontraron correlaciones negativas para los aductos en 

el DNA materno (r=-0.3385, 95% IC [-0.502, -0.151], p=0.0002) y del mismo modo para 

los aductos detectados en sangre de cordón umbilical (r=-0.4448, 95% IC [-0.590, -0.271], 

p<0.0001). Resultados similares fueron encontrados analizando las concentraciones de PM10, 

se observaron asociaciones negativas entre los niveles de aductos en el DNA y las 

concentraciones de PM10 en madres (r=-0.3129, 95% IC [-0.480, -0.123], p=0.0006) y sangre 

de cordón umbilical (r=-0.3655, 95% CI [-0.524, -0.181], p<0.0001). 

6.1.5 Estimación del Riesgo Relativo en la formación de aductos en el DNA de cordón 
umbilical 
 

Con el valor promedio de PM10 de 48.58 µg/m3 (Figura 13) se calculó el Riesgo Relativo 

(RR) para tener ³ 2 aductos/108 nucleótidos (aproximadamente 50% por arriba del valor 

mediano de aductos) cuando la exposición sobrepasa 48.58 µg/m3. Durante todo el último 

trimestre se observaron valores significativos para la estimación del RR (Tabla IV). Sin 

embargo, durante el último mes de la gestación fue el periodo en el que el RR fue más alto 

(RR=4.63, 95% CI [3.30, 6.50]; Tabla IV). Estos resultados sugieren que existe una mayor 
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susceptibilidad fetal para la generación de daño en el DNA en exposiciones que superan los 

40 µg/m3 de PM10, el cual es el límite anual permitido por la Norma Oficial Mexicana para 

la regulación de material particulado [NOM, 2014]. 

 

 

 

 

 

 

6.1.6 Niveles de 8-Isoprostano en plasma de madres y recién nacidos 
 

Se determinaron los niveles de 8-isoprostano (8-iso-PGF2α) como marcador de estrés 

oxidante. Los isoprostanos son productos oxidados del ácido araquidónico y se han reportado 

como marcadores útiles en procesos de estrés oxidante [Chen et al., 2007]. Los niveles de 8-

iso-PGF2α fueron significativamente más altos en los recién nacidos (p <0.0001) comparado 

con el grupo de las madres (Tabla III; Figura 15A). Sin embargo, se sabe que los niveles de 

8-iso-PGF2α al momento del nacimiento son más elevados en los recién nacidos, esto por el 

efecto de los procesos de isquemia y reperfusión al momento del parto [Chafer-Pericas et al., 

2015; Rossner et al., 2009]. Además, los niveles de 8-iso-PGF2α en madres y recién nacidos 

correlacionaron entre ellos de manera significativa (r=0.2652, 95% CI [-0.039, 0.524], 

p=0.039; Figura 15B), sugiriendo el probable efecto de la exposición materna a algún agente 

ambiental sobre los niveles de daño oxidante en los recién nacidos.  

Se exploró la asociación entre los niveles de exposición a PM2.5 y PM10 con los niveles de 8-

iso-PGF2α detectados en plasma. Sin embargo, no se encontró ninguna asociación 

significativa en los niveles de 8-iso-PGF2α en plasma materno y de cordón umbilical con los 

niveles ambientales de PM (datos no mostrados). 

Tabla IV. Riesgo Relativo (RR) para niveles ³ 2 aductos/108 nucleótidos 
en exposiciones de PM10 ³ concentración media (48.58 µg/m3) en cordón 
umbilical durante el último trimestre de la gestación 

Periodo RR Intervalo de confianza (95%) Significancia 

Último mes 4.63 3.30 – 6.50 P<0.05 

Último bimestre 3.52 2.48 – 5.01 P<0.05 

Último trimestre 3.38 2.37 – 4.82 P<0.05 
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Figura 15. Niveles de 8-iso-PGF2α en plasma materno y de cordón umbilical. A) Niveles de 8-iso-PGF2α en 

muestras de plasma de madres y cordón umbilical. La comparación se realizó mediante la prueba para muestra 

pareadas de Wilcoxon, *p<0.0001. B) Correlación entre los niveles de 8-iso-PGF2α en plasma materno y plasma 

de cordón umbilical, (r=0.265, 95% IC [-0.039-0.524], p=0.039). 

Posteriormente, se realizó un análisis de correlación de los niveles de O3 con los niveles de 

8-iso-PGF2α, este contaminante junto con el PM provocan frecuentemente las contingencias 

ambientales en la ZMCM. Se realizaron correlaciones de Spearman durante el último 

trimestre de la gestación considerando los niveles promedio de O3 ambiental del último mes, 

último bimestre y último trimestre (figura 16). En este caso, sólo se encontró una correlación 

estadísticamente significativa en el grupo de las madres durante el último mes de la gestación 

(r=0.2135, 95% IC [-0.045, 0.445], p=0.047; Figura 16A), en los otros periodos de tiempo 

no se observaron correlaciones significativas. No se encontraron asociaciones entre los 

niveles ambientales de O3 y los niveles de 8-iso-PGF2α en plasma de cordón umbilical.  
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Figura 16. Correlación de los niveles de exposición a O3 en madres y recién nacidos en diferentes ventanas de 

tiempo en el último periodo de gestación comparados con los niveles de 8-iso-PGF2α en plasma. A) Niveles de 

8-iso-PGF2α en muestras de plasma materno, se puede apreciar que solamente durante el último mes del 

embarazo se encontró una asociación significativa con los niveles de O3 ambiental. B) Niveles de 8-iso-PGF2α 

en plasma de cordón umbilical, en este caso no se encontraron asociaciones significativas entre el factor de 

exposición y el biomarcador. 

6.1.7 Efecto de los polimorfismos en los niveles de aductos en el DNA e isoprostanos 
 

Se exploraron las asociaciones entre los niveles de aductos en el DNA y los niveles de 8-iso-

PGF2α con las variantes alélicas de riego consideradas en este estudio (Tabla V y VII). 

Primeramente, se realizaron análisis individuales en los cuales se exploró el efecto de cada 

uno de los polimorfismos (maternos y del feto) en los biomarcadores de daño. Únicamente 

para el polimorfismo de NQO1*2 se encontraron diferencias en los niveles de aductos en las 
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muestras de sangre materna, aquellas mujeres portadoras de el genotipo heterocigoto Pro/Ser 

tuvieron menos aductos comparadas con las portadoras de genotipo homocigoto silvestre 

Pro/Pro (p=0.02; Tabla V), de manera interesante no encontramos diferencias con el genotipo 

doble mutante Ser/Ser. Ninguno de los otros polimorfismos estudiados se asoció con cambios 

en los biomarcadores de daño. Para los polimorfismos de CYP1B1 y MGMT se analizaron 

los genotipos heterocigotos y homocigotos mutantes juntos asumiendo que la presencia de al 

menos un alelo mutante confiere riesgo. También, debido al reducido tamaño de la muestra 

de los individuos portadores del genotipo doble mutante los análisis genéticos se realizaron 

en conjunto con los individuos heterocigotos.  
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Se realizaron análisis de regresión múltiple para identificar cuáles variables podrían estar 

influyendo en los niveles de aductos detectados en sangre de cordón umbilical, se 

consideraron las variantes polimórficas de los genes de CYP1B1, GSTM1, NQO1 y MGMT 

tanto para los genotipos fetales como para los genotipos maternos (Tabla VI). Los análisis de 

regresión múltiple se realizaron por separado para cada diámetro aerodinámico de partícula 

debido a la colinearidad de las concentraciones de partículas, cada diámetro de partícula se 

utilizó como la covariable de cada modelo de regresión múltiple. 

 

Tabla V. Características descriptivas de las variantes alélicas de resigo estudiadas y su relación 
con los aductos en el DNA y los niveles de 8-iso-PGF2α. 

Polimorfismos Madres Neonatos  

Genes Genotipos N (%) 

Aductos 
en el DNA1 
(Mediana 

[RI]) 

8-iso-PGF2α2 
(Mediana 

[RI]) 

N (%) 

Aductos 
en el DNA1 
(Mediana 

[RI]) 

8-iso-PGF2α2 
(Mediana 

[RI]) 

        

GSTM1 
Nulo 40 (37.7) 1.186 

[0.483-1.836] 
114.6 

[69.56-172] 41 (39.8) 1.328 
[0.895-2.048] 

213.5 
[139.3-268.7] 

Positivo 66 (62.3) 1.075 
[0.528-1.826] 

133.3 
[77.1-180.4] 62 (60.2) 1.343 

[0.750-2.080] 
202.5 

[149.1-289.6] 
        

CYP1B1 
Leu/Leu 80 (75.5) 1.104 

[0.513-1.832] 
126.3 

[91.3-172] 80 (79.2) 1.328 
[0.760-1.897] 

210.5 
[148.8-292.8] 

Leu/Val + 
Val/Val 

22 (20.8) 
4 (3.8) 

1.191 
[0.482-1.916] 

105.2 
[58.3-155.2] 

21 (20.8) 
0 (0) 

1.417 
[0.709-2.613] 

208.3 
[152.8-250] 

        

MGMT 
Leu/Leu 55 (51.9) 1.205 

[0.538-1.876] 
128.1 

[78.2-163.5] 53 (51.5) 1.340 
[0.848-2.182] 

210 
[160.9-302.5] 

Leu/Phe + 
Phe/Phe 

43 (40.6) 
8 (7.5) 

0.978 
[0.480-1.822] 

127.6 
[75.4-181.9] 

41 (39.8) 
9 (8.7) 

1.410 
[0.728-2.003] 

200.5 
[135.2-247.2] 

        

NQO1 

Pro/Pro 35 (34.0) 1.242 
[0.754-1.873] 

116.9 
[76.5-180.4] 30 (29.1) 1.569 

[0.832-1.969] 
222 

[164.5-342.8] 

Pro/Ser 54 (52.4) 0.785 
[0.432-1.669]* 

131.9 
[100-160.9] 57 (55.3) 1.328 

[0.790-2.217] 
201.7 

[137.2-250] 

Ser/Ser 14 (13.6) 1.614 
[0.896-1.946] 

146.2 
[62.8-188.7] 

16 (15.5) 1.118 
[0.525-1.883] 

244.8 
[153.2-254.6] 

1: Aductos 108/nucleótidos; 2: pg/mL de plasma; RI: Rango Intercuartil; *Diferencia estadísticamente significativa vs el 
genotipo Pro/Pro, Prueba de Kruskal-Wallis, p=0.02. 
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En el caso del PM2.5 como covariable, el polimorfismo del CYP1B1 influyó de manera 

positiva sobre los niveles de aductos en cordón umbilical asociados a los niveles ambientales 

de PM2.5 (b=0.257, p=0.009; Tabla VI). De manera interesante, la presencia de al menos un 

alelo mutante de CYP1B1*3 en el genoma materno fue asociada con menores niveles de 

aductos en el DNA de sangre de cordón umbilical (b=-0.189, p=0.034; Tabla VI). 

En el caso del PM10 como covariable, se observaron resultados similares, se encontraron 

niveles de aductos más elevados en los recién nacidos portadores de al menos un alelo 

mutante del CYP1B1*3 (b=0.212, p=0.035; Tabla VI). De manera similar a lo observado en 

los análisis de correlación de Spearman (Figuras 13 y 14) la asociación entre las 

concentraciones de PM2.5 y los niveles de aductos en el DNA de cordón umbilical fue más 

fuerte que la observada con los niveles ambientales de PM10 (b=0.0645, p<0.001; Tabla VI) 

vs (b=0.0159, p<0.001; Tabla VI) respectivamente. 

Tabla VI. Análisis de regresión múltiple entre los niveles de aductos en el DNA 
(transformados a Log) sangre de cordón umbilical, PM y las variantes alélicas de riesgo 
en madres y neonatos. 

 PM2.5 PM10 

Variables Coeficiente b p-value Coeficiente b p-value 

PM 0.0645 <0.001 0.0159 <0.001 

Variantes alélicas de riesgo fetales     

CYP1B1*3 (RN) 0.257 0.009 0.212 0.035 

GSTM1*0 (RN) -0.0003 0.997 0.0143 0.883 

MGMT L84F (RN) -0.101 0.262 -0.0587 0.528 

NQO1 Pro/Ser (RN) 0.00005 0.995 0.0859 0.377 

NQO1 Ser/Ser (RN) -0.0851 0.492 -0.0178 0.890 

Variantes alélicas de riesgo maternas     

CYP1B1*3 (MA) -0.189 0.034 -0.135 0.144 

GSTM1*0 (MA) 0.0218 0.817 0.0402 0.679 

MGMT L84F (MA) 0.0498 0.586 0.0487 0.607 

NQO1 Pro/Ser (MA) -0.117 0.177 -0.134 0.139 

NQO1 Ser/Ser (MA) 0.0365 0.768 -0.00994 0.939 
Valores significativos resaltados en negrita. 
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Se realizaron regresiones múltiples para los niveles de aductos en sangre materna y las 

variantes alélicas de riesgo. Sin embargo, no se encontraron asociaciones a excepción de la 

asociación previamente establecida del efecto de NOQ1 en los niveles de aductos maternos 

(Tabla V). 

Finalmente, se realizó un análisis de distribución empírica acumulativa, mediante esta prueba 

se evaluó el efecto de las distintas combinaciones del polimorfismo de CYP1B1 en la 

condición materna y fetal. Encontramos que la siguiente configuración de genotipos: 

Leu/Leu materno y Leu/Val fetal tiene niveles superiores de aductos en sangre de cordón 

umbilical (Figura 17, símbolos azules). Estos resultados de nuevo confirman la 

susceptibilidad fetal para generar aductos en el DNA, y que existe cierta participación del 

genotipo materno en la formación de aductos en el feto. En este estudio no encontramos 

asociaciones entre los niveles de aductos y otros polimorfismos, así como con los niveles de 

isoprostanos. 

 

Figura 17. Análisis de distribución empírica acumulada de las combinaciones de genotipos para el 

polimorfismo CYP1B1*3 en madres (MA) e hijos (RN) respecto a los niveles de aductos en sangre de cordón 

umbilical. Las diferencias en las curvas indican distintas distribuciones de datos para cada una de las 

combinaciones de genotipos, la combinación MA=Leu/Leu y RN=Leu/Val (símbolos azules) incrementa los 

niveles de aductos en el hijo. 
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6.2 Resultados Parte 2: Niveles de micronúcleos en linfocitos maternos y de cordón 
umbilical asociados a la exposición ambiental a PM 
 

6.2.1 Población de estudio 
 

Las muestras analizadas en este caso fueron de ambas cohortes: zona norte (mujeres que 

acudieron al Centro Médico Nacional “La Raza”) y zona sureste (mujeres que acudieron al 

Hospital CIMIGen). De aproximadamente 200 muestras colectadas de ambos hospitales, se 

obtuvieron 84 cultivos de linfocitos satisfactorios para el análisis de micronúcleos y que 

cumplieron los criterios de inclusión. Las características demográficas de la población de 

estudio se muestran en la Tabla VII. El promedio de edad materna fue de 27.34 ± 5.45 años, 

el promedio de edad gestacional fue de 39.16 ± 1.22 semanas, la talla del recién nacido al 

momento del parto fue de 50.40 ± 1.74 cm y su peso fue de 3188 ± 398.4 g. Todos los 

parámetros antes mencionados se consideran normales para nacimientos a término y el 52 % 

de los recién nacidos fueron de sexo masculino. El 47.62% de las mujeres voluntarias fueron 

amas de casa y el mismo porcentaje corresponde a mujeres que trabajaron durante el 

embarazo. El 17% de las voluntarias reportaron haber fumado antes del embarazo y todas las 

mujeres con niveles superiores a 200 ng/mL de cotinina en orina fueron descartadas, 

eliminando de tal modo voluntarias con tabaquismo activo. 
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6.2.2 Frecuencia de micronúcleos y parámetros del citoma en madres y recién nacidos 
expuestos a PM en la ZMCM 
 

El ensayo de cuantificación de micronúcleos (MN) permite detectar rompimientos 

cromosómicos lo cual usualmente resulta en daño permanente para la célula. Niveles 

elevados de micronúcleos se han asociado con un incremento en el riesgo a desarrollar 

diferentes tipos de cáncer [Bonassi et al., 2001; Fenech et al., 2003; Fenech and Morley, 

1985]. En este trabajo, además de la cuantificación de los niveles de micronúcleos, otros tipos 

de daños celulares fueron analizados como gemaciones (buds en inglés), células apoptóticas 

y células necróticas. 

 

Tabla VII. Características demográficas de la población de estudio. 

 
 
Número de voluntarios que cumplieron con los criterios de 
inclusión 
      

84 

Edad gestacional del neonato (semanas; media ± DE) 39.16 ± 1.22 

Sexo del neonato n (%)  
    Masculino 44 (52.39) 
    Femenino 38 (45.23) 
    Datos no reportados 2 (2.38) 
Peso al nacimiento (gr; media ± DE) 3188 ± 398.4 
Longitud al nacimiento (cm; media ± DE) 50.40 ± 1.74 
Edad materna (años; media ± DE) 27.34 ± 5.45 
Ocupación materna/exposición n (%)  
    Ama de casa 40 (47.62) 
    Empleada 40 (47.62) 
    Exposición ocupacional a PAHs 0 (0) 
    No reportado 4 (4.76) 
Tabaquismo previo al embarazo  
    Si 15 (17.86) 
    No 66 (78.57) 
    No reportado 
Exposición a Material Particulado (µg/m3; mediana ± [RI]) 

3 (3.57) 
 

     PM2.5  23 [16.69, 26.55] 
     PM10  42.27 [31.87, 55.76] 
DE: Desviación estándar. RI: Rango Intercuartil. 
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Los datos descriptivos de los niveles de MN y los parámetros del citoma se presentan en la 

Tabla VIII.A. El valor de la mediana ± el rango intercuartil de los MN maternos fue de 5 ± 

[3, 6.75], en el caso de las frecuencias de MN fetales fue 1.5 ± [0.25, 2.75]. Los niveles de 

Tabla VIII. Niveles de los biomarcadores de la población de estudio y correlaciones de 
Spearman con la exposición a PM. 

 
A. Niveles de los biomarcadores en sangre maternal y de cordón umbilical (mediana ± [RI]). 
 

 

Frecuencia de 
Micronúcleos en 1000 

células binucleadas 
(Valores Min. - Max.) 

 

% Células 
binucleadas 

 

Gemaciones 
 

Células 
apoptóticas 

 

Células 
Necróticas 

 

Sangre materna 5 ± [3-6.75] 
(1-14) 

48  
± [34.5-56.38] 

20.5  
± [14-30.5] 

10  
± [4-13.75] 

14.5  
± [2.25-29.75] 

Sangre cordón 
umbilical 

1.5 ± [0.25-2.75] 
(0-9) 

37.75  
± [19.63-50] 

22.5  
± [12-37.75] 

11.5  
± [5.25-20.5] 

9  
± [4-19] 

 
B. Influencia de la edad y la exposición materna (Coeficiente r [95% IC]; valor de p). 
MN maternos vs MN linfocitos cordón umbilical 0.3767 [0.170, 0.551] p=0.0002 
Edad materna vs Frecuencia maternal de MN 0.3499 [0.137, 0.531] p=0.0006 
Edad materna vs Frecuencia fetal de MN -0.0258 [-0.195, 0.245] p=0.4078 
 
C. Efecto de la exposición a PM2.5 y PM10 durante el último mes de la gestación sobre los 
biomarcadores (Coeficiente r [95% IC]; valor de p). 

Ultimo mes de 
exposición 

 
Biomarcadores 

 
Frecuencia de 
micronúcleos 

 

% Células 
binucleadas 

 

Gemaciones 
 

Células 
apoptóticas 

 

Células 
necróticas 

 

PM2.5 

Sangre 
materna 

 

 
0.2119  

[-0.009, 0.413] 
p=0.0265 

 

-0.0230  
[-0.242, 0.198] 

p=0.4176 

0.0559  
[-0.166, 0.273] 

p=0.3067 

0.0870  
[-0.136, 0.301] 

p=0.2155 

-0.0559  
[-0.273, 0.166] 

p=0.3068 

Sangre 
cordón 

umbilical  
 

 
0.1826  

[-0.039, 0.387] 
p=0.0482 

 

-0.1591  
[-0.366, 0.063] 

p=0.0742* 

-0.0210  
[-0.240, 0.200] 

p=0.4247 

0.204  
[-0.017, 0.406] 

p=0.0313 

-0.1266  
[-0.337, 0.096] 

p=0.1257 

PM10 

Sangre 
materna 

 

 
0.1797  

[-0.042, 0.384] 
p=0.0510* 

 

-0.0580  
[-0.275, 0.164] 

p=0.2999 

0.0258  
[-0.195, 0.245] 

p=0.4078 

0.0421  
[-0.180, 0.260] 

p=0.3518 

-0.0881  
[-0.303, 0.134] 

p=0.2100 

Sangre 
cordón 

umbilical  
 

 
0.1908  

[-0.031, 0.394] 
p=0.0411 

 

-0.1791  
[-0.384, 0.043] 

p=0.0515* 

-0.0118  
[-0.231, 0.209] 

p=0.4575 

0.1074  
[-0.115, 0.320] 

p=0.1653 

-0.1165  
[-0.328, 0.106] 

p=0.1456 

Resultados significativos marcados en negritas. *Resultados marginalmente significativos. IC: Intervalo de Confianza. RI: 
Rango Intercuartil. 
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MN fetales resultaron ser más altos de lo que se podría esperar en condiciones normales, 

trabajos previos han mostrado que la frecuencia de MN en sangre de cordón umbilical es 

menor en sitios con niveles más bajos de contaminación [Levario-Carrillo et al., 2005]. En 

cuanto a los “buds” y las células apoptóticas, los valores de la mediana fueron más altos para 

los linfocitos de sangre de cordón umbilical. En el caso de los conteos de células necróticas, 

los valores de la mediana más altos se registraron en las muestras maternas (Tabla VIII.A). 

Se encontró una correlación significativa entre los niveles de MN en sangre materna y sangre 

de cordón umbilical (ρ=0.3767, 95% IC [0.170, 0.551], p=0.0002; Tabla VIII.B). Estos datos 

sugieren que la exposición materna a la contaminación ambiental podría tener efectos en los 

niveles de daño en sangre fetal. Este resultado podría implicar la transferencia efectiva de 

sustancias toxicas a través de la placenta, se ha documentado la transferencia de los PAHs a 

través del tejido placentario en eventos de exposición gestacional a partículas [Jedrychowski 

et al., 2013; Perera et al., 2005b].  

Al asociar los niveles de MN en linfocitos maternos con la edad materna, encontramos una 

correlación significativa (ρ=0.3499, 95% IC [0.137, 0.531], p=0.0006; Tabla VIII.B). Se 

tiene evidencia del efecto de la edad y el incremento paulatino de los niveles de MN en 

poblaciones humanas, por lo que es resultado anterior concuerda con lo que se encuentra 

reportado en la literatura científica [Fenech and Morley, 1985; Peace and Succop, 1999]. Del 

mismo modo, se exploró si existía una correlación entre los niveles de MN en sangre de 

cordón umbilical y la edad materna, y en este caso no se encontró ninguna asociación 

significativa entre ambas variables (ρ=0.0258, 95% IC [-0.195, 0.245], p=0.4078). Los 

resultados anteriores sugieren que la edad materna podría no tener un efecto en los niveles 

de MN fetales. Sin embargo, se encontró una dependencia entre los niveles de MN maternos 

y fetales. Independientemente de la edad materna, la exposición ambiental materna tiene 

relación con los niveles de daño al DNA fetal. Por tal motivo, se realizaron análisis de 

correlación entre los niveles de MN y los parámetros de citoma en ambos grupos y las 

concentraciones de PM2.5 y PM10 calculadas para el último mes de la gestación (Tabla 

VIII.C). 

Se encontró que el incremento en la exposición a PM2.5 estuvo asociada con niveles más altos 

de MN tanto en madres como en recién nacidos (ρ=0.2119, 95% IC [-0.009, 0.413], p=0.0265 
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y ρ=0.1826, 95% IC [-0.039, 0.387], p=0.0482; respectivamente). De manera similar, se 

encontró una asociación cercana a la significancia entre los niveles de exposición a PM10 y 

la frecuencia de MN en sangre materna (ρ=0.1797, 95% IC [-0.042, 0.384], p=0.0510), en el 

caso de los linfocitos de sangre de cordón umbilical, se observó que a mayores niveles de 

PM10 se observaban niveles más elevados de MN (ρ=0.1908, 95% IC [-0.031, 0.394], 

p=0.0411). Estos datos sugieren que la exposición materna a PM de la ZMCM influye sobre 

los niveles de daño al DNA detectados en los linfocitos de sangre de cordón umbilical. 

 

 

En el caso de las muestras de sangre de cordón umbilical, se encontraron asociaciones 

negativas cercanas a la significancia entre el incremento de la exposición a PM2.5 y PM10 con 

la disminución del porcentaje de células binucleadas de los cultivos celulares (ρ=-0.1591, 

95% IC [-0.366, 0.063], p=0.0742 y ρ=-0.1791, 95% IC [-0.384, 0.043], p=0.0515, 

respectivamente; Tabla VIII.C). Además, en las muestras de cordón umbilical, se encontró 

Tabla IX. Análisis de regresión múltiple entre los niveles de la frecuencia de 
micronúcleos por 1000 células binucleadas (transformados a Log) sangre de 
cordón umbilical y sangre materna contra PM2.5, PM10, edad materna y ocupación. 

 

 
 
Análisis PM2.5  

Variables 

 
Frecuencia de micronúcleos  
en cordón umbilical  
 

Frecuencia de micronúcleos 
maternos 

 Coeficiente b p-value Coeficiente b p-value 
Exposición a PM2.5 0.0218 0.042 0.00630 0.054* 
Edad materna -0.00857 0.527 0.0125 0.002 
Ocupación materna 0.0833 0.564 -0.0632 0.131 

 
 
 
Análisis PM10  

Variables 

 
Frecuencia de micronúcleos  
en cordón umbilical  
 

Frecuencia de micronúcleos 
maternos 

 Coeficiente b p-value Coeficiente b p-value 
Exposición a PM10 0.00871 0.103 0.00150 0.364 
Edad materna 0.120 0.404 0.0128 0.002 
Ocupación materna -0.00916 0.507 -0.0537 0.203 

 
Resultados significativos resaltados en negrita. *Resultado marginalmente significativo.  
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una asociación entre la exposición a PM2.5 y el incremento de células apoptóticas (ρ=0.204, 

95% IC [-0.017, 0.406], p=0.0313). 

6.2.3 Efecto de la exposición a PM sobre la frecuencia de MN ajustada por edad y 
ocupación materna 
 

Se realizaron análisis de regresión múltiple entre los niveles ambientales de PM y las 

frecuencias de MN en linfocitos maternos y de cordón umbilical ajustado por la edad y la 

ocupación materna (variables que podrían influir sobre la frecuencia de MN; Tabla IX). Los 

análisis de regresión múltiple se llevaron a cabo de manera independiente para PM2.5 y PM10 

debido a la colinearidad que existe entre ambas variables. 

En la Tabla IX se presentan estos resultados, la exposición a PM2.5 explica el incremento de 

la frecuencia de MN en linfocitos fetales (b=0.00937, p=0.050) de manera independiente a 

la edad y la ocupación materna. En el caso de la exposición a PM10, no se encontró asociación 

con la frecuencia de MN (b=0.00370, p=0.125) en combinación con las variables maternas 

consideradas. En el caso de la frecuencia de MN en sangre materna, la exposición a PM2.5 se 

encontró marginalmente asociada (b=0.00708, p=0.076); sin embargo, la edad materna tiene 

más efecto sobre el incremento de la frecuencia de MN (b=0.0141, p=0.005). El mismo 

efecto se puede observar con la exposición a PM10, en donde solamente la edad materna está 

asociada con la frecuencia de MN (b=0.0143, p=0.005). 

6.2.4 Efecto de la época del año en la formación/eliminación de MN en linfocitos de 
sangre de cordón umbilical 
 

Se ha documentado la variación importante estacional de las concentraciones de partículas 

en la Ciudad de México y cómo estos cambios pueden impactar los niveles de PAHs en el 

PM y a su vez afectar los niveles de biomarcadores de daño en el DNA [Garcia-Suastegui et 

al., 2011; Mugica et al., 2010]. Con los datos de este estudio, se encontró un incremento 

significativo de la frecuencia de MN tanto en linfocitos maternos como de sangre de cordón 

umbilical (p=0.043 y p=0.0152; respectivamente) obtenidos durante la época seca del año 

(noviembre-mayo) comparado con la frecuencia de MN de muestras colectadas en la época 

lluviosa (junio-octubre) (Figura 18). 
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Figura 18. Variaciones estacionales de los niveles de MN en linfocitos maternos y de cordón umbilical. A) 

Diferencias en los niveles de MN en muestras maternas de acuerdo con la época del año. B) Disminución de 

los niveles de MN en linfocitos de cordón umbilical considerando la época de nacimiento. Para clasificar las 

muestras, se utilizó como criterio el último mes de gestación. Las diferencias fueron analizadas a través de la 

prueba de U de Mann-Whitney. *p=0.043, **p=0.0152. 

7. Discusión 
 

Alrededor del mundo la exposición prenatal al aire contaminado se ha sido asociada con 

nacimientos adversos [Brauer et al., 2008; Choi et al., 2008; Ebisu et al., 2016; Padula et al., 

2014; Vinikoor-Imler et al., 2014; Vinikoor-Imler et al., 2015], retardo en el desarrollo del 

sistema nervioso central [Perera et al., 2006; Peterson et al., 2015], disminución en el IQ en 

niños [Perera et al., 2014; Perera et al., 2009b], incremento en la incidencia de asma [Perera 

et al., 2009a; Tang et al., 2012], cambios en los patrones de metilación del DNA [Herbstman 

et al., 2012] y con niveles elevados de daño al DNA [Jedrychowski et al., 2013; Perera et al., 

2005b]. 
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Específicamente en la ZMCM se han realizado estudios en los que se ha asociado el efecto 

de la contaminación del aire y efectos adversos en el sistema respiratorio en niños [Calderon-

Garciduenas et al., 2003; Calderon-Garciduenas et al., 2001; Rojas-Martinez et al., 2007]. 

Del mismo modo, se han realizado algunas investigaciones que evaluaron el efecto de la 

contaminación del aire sobre la mortalidad perinatal [Loomis et al., 1999]. 

En el caso de los aductos en el DNA, este tipo de daño químico al DNA ha sido considerado 

como un biomarcador útil en la estimación del riesgo para desarrollar distintos tipos de cáncer 

[Poirier, 2004]. Los aductos en el DNA igualmente son considerados como un biomarcador 

de dosis biológicamente efectiva debido a que representan la cantidad de agentes 

carcinógenos unidos covalentemente al DNA y que han escapado de los procesos de 

desintoxicación y reparación del DNA [Castano-Vinyals et al., 2004; Godschalk et al., 2003; 

Poirier, 1997].  

La exposición al aire contaminado ha sido relacionada con rompimiento de cromosomas o 

perdida de fragmentos cromosomales en linfocitos de sangre periférica usando ensayo de 

detección de la frecuencia de micronúcleos. Este tipo de daño refleja la inestabilidad 

genómica asociada con un incremento a desarrollar diversos tipos de cáncer [Pavanello et al., 

2009; Pavanello et al., 2008; Pavanello and Lotti, 2012]. La detección de los niveles de MN 

en linfocitos puede representar lo que podría estar ocurriendo en otros tejidos. En estudios 

previos se ha demostrado la asociación positiva entre los niveles ambientales de PM y PAHs 

con el incremento de la frecuencia de MN en poblaciones europeas [Pedersen et al., 2006; 

Pedersen et al., 2009]. 

En este trabajo evaluamos el impacto del PM y ozono atmosféricos sobre los niveles de 

biomarcadores de daño en el DNA como los aductos y la frecuencia de micronúcleos, así 

como en los niveles de daño oxidante en lípidos a través de los niveles de 8-iso-PGF2α. Se 

analizó también la relación de variantes alélicas de riesgo y su efecto sobre los niveles de 

aductos en el DNA. En este estudio, participaron mujeres embarazadas no fumadoras 

habitantes de dos sitios afectados por la contaminación atmosférica en la ZMCM, 

específicamente en la zona norte y la zona oriente, que acudieron durante el periodo de 2014 

a 2018 al Centro Médico “La Raza” del IMSS y al Hospital CIMIGen respectivamente. 
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7.3 Niveles de marcadores de daño en el DNA (aductos y micronúcleos) 
 

Los datos generados en este trabajo muestran que los niveles de aductos en sangre de cordón 

umbilical son más altos a los detectados en sangre materna (Figura 11A), en otros trabajos 

se ha estudiado la relación que existe entre los niveles de aductos en ambas matrices 

biológicas. En esos reportes, los niveles de aductos en sangre de cordón umbilical son iguales 

o superiores a los detectados en sus madres, esto fue observado en ciudades con diferentes 

grados de contaminación atmosférica [Herbstman et al., 2012; Jedrychowski et al., 2013; 

Perera et al., 2005a; Perera et al., 2005b; Perera et al., 2011; Tang et al., 2006; Topinka et al., 

2009], lo cual sugiere que, independientemente del grado de contaminación se pueden 

detectar aductos en cordón umbilical y que los neonatos son más susceptibles a la exposición 

a PM.  

Además, para analizar lo que ocurre entre cada par madre-recién nacido, se calculó el 

cociente entre los niveles de aductos en sangre de cordón umbilical y los niveles de aductos 

en sangre materna (RACUM; Figura 12B y Tabla III), es importante mencionar que valores 

de RACUM superiores a 1 pueden representar mayor susceptibilidad fetal a generar daño 

comparado con sus propias madres [Jedrychowski et al., 2013]. Los datos muestran valores 

del RACUM > 1 en el 60% de las muestras analizadas, esto implica que en su mayoría los 

hijos tuvieron niveles de daño superiores a sus propias madres. Además, nosotros 

encontramos una correlación significativa entre los niveles de aductos maternos y los niveles 

de aductos cuantificados en sangre de cordón umbilical (Figura 11B), esto sugiere la relación 

entre la exposición materna y los niveles de daño fetal. De manera similar, los niveles de MN 

maternos mostraron una asociación significativa entre los niveles de MN en linfocitos de 

cordón umbilical (Tabla VIII.B). Los resultados anteriores sugieren la transferencia 

transplacentaria de los compuestos asociados al PM de la ZMCM. En modelos animales y en 

poblaciones humanas, existe evidencia que indica el paso de los PAHs a través de la barrera 

placentaria y de la acumulación de metabolitos reactivos derivados de los PAHs en sangre 

de cordón umbilical [Neubert and Tapken, 1988; Sexton et al., 2011; Srivastava et al., 1986]. 

Además, se ha demostrado la capacidad del tejido placentario para metabolizar a los PAHs y 

de este modo generar aductos en el DNA [Janssen et al., 2017; Suter et al., 2010; Topinka et 

al., 2009]. En el caso de la frecuencia de micronúcleos, se ha demostrado que la exposición 
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intrauterina al aire contaminado incrementa los niveles de MN y conforme pasa el tiempo 

después de la exposición intrauterina, los niveles de MN tienden a ir disminuyendo, esto 

podría reflejar mayor susceptibilidad durante el periodo gestacional [Milosevic-Djordjevic 

et al., 2005]. Se ha reportado la asociación entre la exposición ambiental a PAHs y la 

frecuencia de MN en poblaciones ocupacionalmente expuestas [Pavanello et al., 2009; 

Pavanello et al., 2008; Pedersen et al., 2009] y en poblaciones de mujeres gestantes [Pedersen 

et al., 2012; Pedersen et al., 2015]. Los resultados previamente discutidos sugieren que en la 

ZMCM los PAHs y sus metabolitos reactivos tienden a acumularse en los neonatos y de ese 

modo incrementan el riesgo a generar niveles elevados de aductos y MN en el DNA. 

En el caso de la exposición ambiental a partículas, encontramos una asociación significativa 

entre los niveles de PM2.5 y PM10 con la cantidad de aductos tanto en sangre de cordón 

umbilical como en sangre materna. Las concentraciones de PM2.5 mostraron correlaciones 

significativas con los niveles de aductos durante el último bimestre y el último trimestre de 

la gestación (Figura 13). En el caso de PM10, en todas las ventanas de tiempo encontramos 

asociaciones significativas sin poder diferenciar cual es el periodo de mayor vulnerabilidad 

al daño al DNA (Figura 14).  

Adicionalmente, los aductos en el DNA mostraron una tendencia lineal con las 

concentraciones ambientales de PM2.5, de tal modo que a niveles bajos de exposición a PM2.5 

la generación de aductos puede ser observada (Figura 13). Las concentraciones de PM2.5 a 

las que estuvieron expuestas las voluntarias superaron los niveles seguros sugeridos por la 

Norma Oficial Mexicana de 12µg/m3 y los niveles seguros establecidos por la OMS de 

10µg/m3 [NOM, 2014]. En el caso del PM10, las asociaciones solo siguieron una tendencia 

lineal cuando se analizaban valores de exposición por arriba de 48.58µg/m3, por debajo de 

tal valor no hay una correlación aparente (Figura 14). Es importante resaltar que el nivel 

seguro sugerido por la Norma Oficial Mexicana es de 40µg/m3 y en el caso de la OMS es de 

35µg/m3 [NOM, 2014]. Los resultados anteriores sugieren que el PM2.5 es el contaminante 

que muestra una mejor asociación con lo niveles de daño. 

Relacionado con la concentración de PM en el aire, observamos cambios en los niveles de 

los biomarcadores de daño al DNA en relación con la época del año. Las voluntarias y sus 

recién nacidos reclutados en la época seca del año y que, por lo tanto, el último mes de la 



 80 

gestación fue en la época de alta contaminación tuvieron mayores niveles de aductos en el 

DNA y MN (Figura 12A y Figura 18). En los marcadores de daño genotóxico cuantificados 

en sangre de cordón umbilical la diferencia estacional fue más evidente que en el grupo de 

las madres, reforzando la idea de la susceptibilidad fetal. Se han reportado variaciones 

estacionales de los niveles de contaminantes en la ZMCM y del mismo modo cambios en los 

niveles de aductos en personas adultas [Garcia-Suastegui et al., 2011; Mugica et al., 2010] 

Los resultados encontrados en la Tabla VIII.B y IX, sugieren que la edad materna no tiene 

efecto sobre los niveles de MN en linfocitos fetales. Sin embargo, en las madres la edad juega 

un papel muy importante en los niveles de este biomarcador, se ha reportado en la literatura 

la asociación entre los niveles de MN y la edad de los individuos [Kirsch-Volders et al., 2011; 

Peace and Succop, 1999]. En este estudio además de la edad, la exposición a PM2.5 está 

también asociada con la generación de MN (Tabla IX). 

En el caso de los niveles de MN, de manera interesante el PM2.5 fue el diámetro aerodinámico 

que tuvo asociaciones significativas en las frecuencias de MN en sangre de cordón umbilical 

(Tabla VIII.C). Del mismo modo, mediante análisis de regresión múltiple, el PM2.5 fue la 

variable que se asoció con los niveles de MN en cordón umbilical y con valores 

marginalmente significativos con los MN maternos (Tabla IX). También se encontró una 

asociación marginalmente significativa entre la exposición a PM10 y el decremento en el 

porcentaje de células binucleadas en sangre de cordón umbilical (Tabla VIII.C). Este 

resultado es importante porque una disminución en la proliferación celular provocada por el 

daño al DNA podría afectar el desarrollo de otros órganos durante la gestación. Estos cambios 

celulares podrían incrementar el riesgo a desarrollar enfermedades en el trascurso de la vida. 

Se debe considerar que las células fetales pueden ser más susceptibles a los efectos de tóxicos 

ambientales debido a su alta tasa de proliferación celular, procesos de diferenciación más 

rápidos y mayor sensibilidad a las señales ambientales [Perera and Herbstman, 2011].  

De manera general, en este trabajo encontramos que las concentraciones ambientales de 

PM2.5 muestran asociaciones más altas con los marcadores de daño evaluados (aductos y 

micronúcleos). Algunas investigaciones y la OMS han resaltado el efecto perjudicial del 

PM2.5 en la salud humana, especialmente por el hecho de que este tamaño aerodinámico de 

partículas tiene la capacidad de ingresar más profundamente en el sistema respiratorio [Churg 
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et al., 2003], inclusive pueden alcanzar con mayor facilidad otros órganos incluyendo la 

placenta [Topinka et al., 2009]. Se ha descrito que este diámetro aerodinámico de PM tiene 

niveles de PAHs más altos debido a que el PM2.5 proviene de procesos de quema de 

combustibles fósiles empleados por los automóviles [Brunekreef and Holgate, 2002; 

Dockery and Pope, 1994; IARC, 2013, 2015; Pope et al., 2002]. Además, en partículas 

ultrafinas de la zona norte de la Ciudad de México se ha reportado que uno de los principales 

hidrocarburos en las partículas es el B[a]P, lo cual incrementa sustancialmente su capacidad 

para formar aductos [Morales-Rubio et al., 2019]. Aunque algunas investigaciones han 

mostrado que uno de los hidrocarburos más abundantes en las partículas de ambos diámetros 

aerodinámicos es el benzo[g,h,i]perileno (B[g,h,i]P), un hidrocarburo que no se ha reportado 

que genere aductos en el DNA [Amador-Munoz et al., 2011; Salcido-Neyoy et al., 2015; 

Zaragoza-Ojeda et al., 2016]. 

Los datos obtenidos en este estudio sugieren que los aductos en el DNA tienen un tiempo de 

vida media corto (dos o tres meses) que después podrían ser reparados por el mecanismo 

NER. Se ha estimado en otras investigaciones que la vida media estimada para los aductos 

en el DNA en leucocitos es aproximadamente de 3-4 meses [Jedrychowski et al., 2013; Lee 

et al., 2017]. Sin embargo, algunos trabajos sugieren tiempos de eliminación más cortos y 

esto podría estar relacionado con los niveles de exposición. Por ejemplo, en trabajadores 

pavimentadores los cuales están en contacto continuo con el asfalto, la formación de aductos 

en el DNA incrementa significativamente a lo largo del periodo laboral, los niveles de 

aductos eran más bajos los lunes y los niveles más altos se observaban los viernes y la 

eliminación de los aductos ocurría en el transcurso del fin de semana [McClean et al., 2007].  

Otro estudio mostró la eliminación de los aductos en el DNA en aproximadamente 2 meses 

después de tratar casos de Psoriasis con alquitrán de hulla [Paleologo et al., 1992]. Nuestros 

resultados sugieren un tiempo de vida corto para los aductos en el DNA, lo cual implica que 

este biomarcador solamente puede asociado con exposiciones recientes.  

Se realizaron análisis de correlación en periodos más tempranos de la gestación entre la 

exposición a PM y la generación de aductos. En el caso del primero y segundo trimestre, las 

correlaciones fueron negativas tanto para PM2.5 como para PM10. Esto sugiere que las madres 

y los recién nacidos expuestos a altos niveles de PM en esos periodos no muestran niveles 

elevados de daño al final de la gestación (tercer trimestre). Estos resultados son interesantes 
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por que podrían representar procesos de reparación del DNA o el recambio celular. La 

reparación de los aductos en el DNA puede incrementar la tasa mutacional y así incrementar 

el riesgo a desarrollar diversos tipos de cáncer [Alexandrov et al., 2016].  

 

7.4 Niveles de 8-iso-PGF2α en muestras de plasma sanguíneo 
 

En el caso de los niveles de lipoperoxidación analizados, los isoprostanos son excelentes 

marcadores de daño oxidante a lípidos y se ha asociado con diversas enfermedades como 

aterosclerosis, infartos cardiacos, enfermedad pulmonar obstructiva crónica o asma 

[Cracowski et al., 2002]. 

En este estudio no encontramos asociación entre las concentraciones de 8-iso-PGF2α en 

plasma materno con los niveles de PM2.5 y PM10. Sin embargo, encontramos asociación entre 

los niveles de 8-iso-PGF2α en plasma materno y las concentraciones de O3 en el último mes 

del embarazo. En el caso de los niveles de 8-iso-PGF2α en plasma de cordón umbilical, no 

encontramos asociación con ninguno de los contaminantes evaluados. Resultados similares 

han sido reportados en un estudio realizado en Praga, Republica Checa en donde el efecto de 

la exposición al humo del tabaco sobre los niveles de marcadores de lipoperoxidación fue 

evaluado. No se encontraron asociaciones entre los niveles de 15-F2t-isoprostano en plasma 

de cordón umbilical y la exposición al agente tóxico [Rossner et al., 2009]. En otro estudio 

gestacional realizado también en la Republica Checa, se encontraron asociaciones 

significativas entre la exposición a PM2.5 y los niveles de 15-F2t-isoprostano y 8-

hidroxiguanina en poblaciones de dos ciudades con diferentes grados de contaminación 

atmosférica. Los marcadores de estrés oxidante evaluados fueron más altos en la época 

invernal en la ciudad con mayor grado de contaminación [Ambroz et al., 2016]. 

 

7.5 Efecto de las variantes alélicas de riesgo y los niveles de aductos en el DNA 

 

Cuando analizamos la interacción de varios polimorfismos de riesgo sobre los niveles de 

aductos en el DNA y los niveles de 8-iso-PGF2α, únicamente el polimorfismo NQO1*2 
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estuvo asociado con cambios en los niveles de aductos en el DNA materno (Tabla V). Esta 

variante alélica implica una sustitución de C a T que resulta en el cambio de aminoácido de 

prolina a serina. Esta sustitución afecta la actividad enzimática de la proteína, lo cual puede 

llevar a la reducción en los niveles de aductos en los portadores de los alelos mutantes. En 

estudios poblacionales, personas no fumadoras portadoras del genotipo heterocigoto del 

polimorfismo de NQO1*2 tuvieron menos riesgo a desarrollar cáncer de pulmón [Bock et 

al., 2005]. Es importante destacar que solo encontramos diferencias entre el genotipo Pro/Pro 

y Pro/Ser, pero no con el genotipo Ser/Ser. Este resultado puede deberse al tamaño muestral 

de nuestra población. 

En el caso de los análisis de regresión múltiple (Tabla VI), encontramos asociaciones 

importantes con el polimorfismo CYP1B1*3 en condición fetal y los niveles de aductos en 

sangre de cordón umbilical. Estos resultados sugieren que los tejidos fetales podrían tener la 

capacidad de metabolizar los PAHs que atraviesan la placenta. Del mismo modo, los 

resultados muestran que la presencia de al menos un alelo mutante en el genoma materno 

disminuye significativamente los niveles de aductos fetales. Probablemente, la alta actividad 

metabólica materna conferida por la presencia del polimorfismo permite una eliminación más 

rápida de los PAHs, lo cual se ve reflejado en menores niveles de daño fetal. El polimorfismo 

CYP1B1*3 ha sido asociado con un incremento significativo en el riesgo a desarrollar cáncer 

pulmonar en personas con antecedentes tabáquicos y en personas no fumadoras [Wenzlaff et 

al., 2005]. Además, la presencia del polimorfismo CYP1B1*3 en combinación con otras 

variantes alélicas de enzimas de fase II, incrementan los niveles de aductos en muestras de 

tumores de cáncer de próstata [Nock et al., 2007]. Finalmente, en población mexicana se ha 

reportado la participación de este polimorfismo en el incremento de los niveles de aductos 

en el DNA en relación con los niveles de PM ambientales [Garcia-Suastegui et al., 2011].  

Se ha reportado la inducción de citocromos en el tejido placentario, específicamente la 

inducción a nivel de mensajero del CYP1A1 en eventos de exposición gestacional al humo 

del tabaco [Suter et al., 2010]. Además, en otros tejidos fetales se ha reportado la expresión 

del CYP1A1 y del CYP1B1, como el pulmón, el hígado, las glándulas adrenales y el cerebro 

[Hakkola et al., 1997]. La expresión de esas enzimas involucradas en el metabolismo de 

PAHs en los tejidos fetales sugieren la participación del feto en la generación de aductos en 

el DNA.  
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7.6 Limitaciones del estudio 
 

Los resultados presentados en este trabajo están limitados principalmente por el tamaño de 

la muestra. Probablemente un tamaño muestral mayor pudiera permitir establecer 

asociaciones entre parámetros de salud perinatal como el peso y la talla del recién nacido con 

los factores de exposición ambiental considerados aquí. Con el tamaño de muestra de este 

estudio no pudimos establecer asociaciones entre los niveles de aductos en el DNA y los 

otros polimorfismos de riesgo analizados como GSTM1*0, MGMT L84F y NQO1*2. En esta 

investigación no consideramos la presencia de los PAHs en la fase gaseosa o la exposición a 

partículas en interiores. Aunque, en los cuestionarios de exposición y estilo de vida se 

consideraron variables como la exposición al humo del tabaco, tipo de combustible para 

cocinar en el domicilio o la exposición ocupacional a PAHs.  

El modelo de exposición a partículas que utilizamos en este estudio tiene cierto margen de 

error, si bien se realizaron los cálculos de concentraciones de partículas con las estaciones de 

monitoreo más cercanas al domicilio de las voluntarias, estas cuantificaciones podrían ser 

más exactas al utilizar monitores personales o combinar los datos de concentración de PM 

con imágenes satelitales o monitores in situ. Asimismo, no podemos descartar el efecto de 

otras variables que no fueron consideradas como la cercanía a avenidas muy transitadas, 

estatus socioeconómico, entorno extramuros, etc. Las voluntarias en este estudio fueron 

mujeres no fumadoras con exposición reducida a factores adicionales como a los PAHs. Por 

ejemplo, no encontramos diferencias notorias en el consumo de PAHs en la dieta entre las 

estaciones del año, no encontramos asociación con la ocupación materna y los niveles de 

aductos o MN en madres o recién nacidos. Tampoco encontramos diferencias en los 

biomarcadores de daño en relación con el sexo del recién nacido. 
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8. Conclusiones 
• Los leucocitos de cordón umbilical son más susceptibles a los PAHs presentes en el PM 

debido a que tuvieron mayores niveles de aductos comparados con los leucocitos de sus 

respectivas madres. 

• Las correlaciones fueron más fuertes entre los aductos en cordón umbilical y las 

concentraciones de PM comparadas con las encontradas en las muestras de sangre 

materna, lo cual refuerza la idea de la susceptibilidad fetal. 

• La época del año (por lo tanto, la concentración de PM) afecta los niveles de los 

biomarcadores de daño al DNA (aductos y MN) tanto en madres y recién nacidos. 

• El PM2.5 afecta en mayor medida los biomarcadores de daño genotóxico (aductos y MN) 

maternos y fetales comparado con PM10. 

• Los componentes del PM como los PAHs pueden atravesar la placenta y afectar a los 

tejidos fetales, ya que los marcadores de daño en el DNA (aductos y MN) en sangre de 

cordón umbilical estuvieron fuertemente asociados con los niveles de daño detectados en 

sangre materna.  

• El O3 podría no ser un contaminante que afecte de manera importante a los recién nacidos, 

las concentraciones de O3 en la ZMCM solamente se encontraron asociadas a los niveles 

de 8-iso-PGF2α en las muestras de plasma materno. 

• Los tejidos fetales parecen participar en el metabolismo de xenobióticos, debido a que 

presencia de la menos un alelo mutante del polimorfismo CYP1B1*3 en condición fetal 

incrementa los niveles de aductos. 

• El metabolismo materno podría afectar los niveles de daño en el feto, ya que la presencia 

de un alelo mutante del CYP1B1*3 en condición materna disminuye los niveles de 

aductos en cordón umbilical. 

• La edad materna no afecta los niveles de MN en linfocitos de cordón umbilical, solamente 

la contaminación atmosférica se asoció con los niveles de este marcador. 
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9. Perspectivas  
 

Los resultados de este trabajo muestran la exposición gestacional a partículas atmosféricas 

que ocurre en al menos dos sitios de la ZMCM con altos niveles de contaminantes. Desde el 

punto de vista regulatorio, es importante continuar tomando medidas que lleven a la 

reducción de la contaminación atmosférica para proteger la salud de las futuras generaciones. 

Desde el punto de vista de la investigación, sería interesante explorar el efecto a nivel 

epigenético de la exposición gestacional a PAHs en los recién nacidos. Las alteraciones a 

nivel epigenético podrían implicar efectos a largo plazo, incrementando el riesgo a desarrollar 

enfermedades durante la edad adulta y por generaciones. Además, es de gran importancia 

poder analizar otros marcadores de daño asociados a la exposición a PAHs como alteraciones 

mitocondriales o cambios en la expresión de enzimas del metabolismo de xenobióticos. 

Se podría realizar la caracterización de los PAHs que están generando los aductos, esto 

acoplando la metodología de 32P-postlabeling usada para la detección aductos con HPLC 

para identificar cuáles son los tipos de aductos que se están generando y en qué proporciones. 

Además, sería importante realizar la identificación y cuantificación de los PAHs presentes 

en sangre periférica materna y sangre de cordón umbilical mediante HPLC o espectrometría 

de masas. 

Sería muy importante poder realizar un seguimiento longitudinal de los niños que tienen altos 

niveles de daño y analizar si esos niveles al momento del nacimiento se asocian con otros 

problemas durante la niñez, como el desarrollo de enfermedades como el asma y 

enfermedades que aparezcan en la edad adulta.  

El incremento en los niveles de daño al DNA se asocia con un aumento en el riesgo a 

desarrollar diferentes tipos de cáncer. Por tal motivo, explorar la asociación entre los niveles 

de daño genotóxico y el desarrollo de cáncer en edades tempranas constituye un argumento 

de peso para proponer estrategias de prevención.  

Este tipo de estudios podrían también realizarse en otras ciudades altamente contaminadas 

de México para conocer las diferencias entre distintos sitios urbanos del país y así poder 
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implementar medidas adecuadas de mitigación de los altos niveles de contaminación de cada 

región.  

La posibilidad de tener una población testigo con bajos niveles de exposición sería de mucha 

utilidad ya que reforzaría los hallazgos mostrados en el presente trabajo y además nos 

mostraría los efectos beneficios de disminuir los niveles de contaminantes en la ZMCM. 

Un tamaño de muestra mayor podría ayudar a fortalecer asociaciones que en este trabajo no 

pudieron ser tan evidentes, como fue el caso de las variantes alélicas. También se podría 

realizar un estudio incluyendo más variantes alélicas de riesgo para intentar representar el 

trasfondo genético de la población de estudio. Además, es necesario realizar un estudio con 

una población que incluya nacimientos pretérmino para llevar a cabo un estudio de casos y 

controles y así analizar las posibles variables que incrementan la probabilidad de nacimientos 

prematuros. 
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Mexico City’s Metropolitan Area (MCMA) includes
Mexico City and 60 municipalities of the neighbor
states. Inhabitants are exposed to emissions from over
five million vehicles and stationary sources of air pollut-
ants such as particulate matter (PM) and ozone.
MCMA PM contains elemental carbon and organic
carbon (OC). OCs include polycyclic aromatic hydro-
carbons (PAHs), many of which induce mutagenic and
carcinogenic DNA adducts. Gestational exposure to
air pollution has been associated with increased risk
of intrauterine growth restriction, preterm birth or low
birth weight risk, and PAH-DNAadducts. These effects
also depend on the presence of risk alleles.We investi-
gated the presence of bulky PAH-DNA adducts,
plasma 8-iso-PGF2α (8-iso-prostaglandin F2α) and risk
allele variants in neonates cord blood and their non-
smoking mothers’ leucocytes from families that were

living in a highly polluted area during 2014–2015.
The presence of adducts was significantly associated
with both PM2.5 and PM10 levels, mainly during the
last trimester of gestation in both neonates and
mothers, while the last month of pregnancy was signifi-
cant for the association between ozone levels and
maternal plasma 8-iso-PGF2α. Fetal CYP1B1*3 risk
allele was associated with increased adduct levels in
neonates while the presence of the maternal allele sig-
nificantly reduced the levels of fetal adducts. Maternal
NQO1*2 was associated with lower maternal levels
of adducts. Our findings suggest the need to reduce
actual PM limits inMCMA.Wedid not observe a clear
association between PM and/or adduct levels and
neonate weight, length, body mass index, Apgar or
Capurro score. Environ. Mol. Mutagen. 00:000–
000, 2019. ©2019Wiley Periodicals, Inc.

Key words: PAH-DNAadducts; gestational exposure; air pollution; particulatematter; allelic variants of risk

INTRODUCTION

Air pollution continues to be an environmental risk to
human health. It is responsible for over seven million deaths
per year worldwide and thus has been identified as global
health priority by the World Health Organization (WHO,
2014a). Since 2013, air pollution has been classified as a Type
1 carcinogen to humans (IARC, 2013, 2015). One of the urban
areas where inhabitants experience high air pollution is the
Mexico City Metropolitan Area (MCMA), which includes
Mexico City and 60 municipalities of the neighbor states of
Mexico and Hidalgo. More than 20 million people (according
to the 2010 National Census) live in an area that is approxi-
mately 8,000 km2, with a density of more than 2,500
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inhabitants/km2. Here, the main sources of air pollution emis-
sions are the daily circulation of approximately five million
vehicles and the presence of stationary sources. These station-
ary sources include industries that consume approximately
47 million liters of gasoline equivalents per day (SEDEMA,
2008). The MCMA is located over 2,200 m above sea level at
an altitude with 23% less oxygen. This is a condition that
makes fuel combustion less efficient, which leads to the emis-
sion of increased levels of pollutants. In addition, the MCMA
is surrounded by mountainous elevations that impair free dis-
placement of contaminants (SEDEMA, 2008, 2010; Garcia-
Suastegui et al., 2011).

Particulate matter (PM) and ozone are the major pollutants
in the MCMA. PM refers to all compounds present in the
atmosphere that are not gasses and are suspended in the air as
droplets, solid particles, or their mixtures (Stanek et al., 2011).
PM is classified as inhalable coarse particles with a diameter
≤10 μm or PM10, fine particles with a diameter ≤2.5 μm or
PM2.5 and ultrafine particles (Brunekreef and Holgate, 2002;
van Berlo et al., 2012). Some of the most important compo-
nents of the PM present in the MCMA are elemental carbon
(EC) and organic carbon (OC) (De Vizcaya-Ruiz et al., 2006;
Mugica et al., 2008;Mugica et al., 2009). OCs include polycy-
clic aromatic hydrocarbons (PAHs), which have an important
epidemiological significance because these compounds are
mutagenic and carcinogenic agents (Poirier, 2004; EPA, 2005;
IARC, 2010). The in vitro evidence shows that the PM10

from the MCMA induces DNA damage in A549 cells,
(De Vizcaya-Ruiz et al., 2006; Sanchez-Perez et al., 2009),
micronuclei in leucocytes (Roubicek et al., 2007), and apopto-
sis in human and mouse cell lines (Alfaro-Moreno et al.,
2002). Additionally, it has also been shown that PAHs associ-
ated with PM10 from the MCMA can generate DNA adducts
in blood leucocytes and A549 cells (Salcido-Neyoy et al.,
2015). DNA adducts are generated when metabolites react
with cell macromolecules, such as DNA nitrogenous bases
(Phillips, 2005b). These “additions” or alterations of DNA
structure might lead to mutations and DNA strand breaks. In
utero exposure to tobacco smoke and/or PAHs has been asso-
ciated with an increased risk of intrauterine growth restriction
(Choi et al., 2008; Choi et al., 2012), preterm birth or low birth
weight risk (Bell et al., 2007). These effects could be modu-
lated by risk allelic variants present in the genes that encode
xenobiotic-metabolizing enzymes (Sram et al., 2006; Suh
et al., 2008; Padula et al., 2014).

Polycyclic aromatic hydrocarbons associated with PM are
biotransformed in cells by the cytochrome P450 family of
enzymes. Specifically, CYP1A1, CYP1A2, and CYP1B1
transform PAHs into reactive metabolites suitable for conjuga-
tion with endogenous ligands such as glutathione (GSH) or
glucuronic acid. Glutathione S-transferases (GSTM1, GSTP1,
and GSTT1) participate in the conjugation of PAHs and PAH-
metabolites or ozone secondary oxidation products with
GSH (Xue and Warshawsky, 2005; Phillips, 2005a, 2005b).

In previous studies, we have observed that CYP1B1*3
(rs1056836), and GSTM1*0 or null were associated with
increased levels of PAH- and bulky DNA adducts in blood
leucocytes (Garcia-Suastegui et al., 2011; Molina et al., 2013).
Additionally, it has been shown that GSTM1 null modifies the
response of the normal lung to ozone (Corradi et al., 2002) and
the response of asthmatic children (Romieu et al., 2006).
Another important pollutant in the MCMA is ozone, a

photoproduct generated by the action of sunlight UV irradi-
ation, nitrogen oxides (NOx), volatile organic compounds,
such as PAHs and CO. It is a highly oxidative reactive gas
that is present at elevated concentrations in MCMA air,
especially during the periods when sunlight irradiation is
high (SEDEMA, 2008, 2010). Studies have associated
ozone exposure with biomarkers of lipid peroxidation,
which could lead to systemic inflammation and lung dam-
age (Chen et al., 2007; Bromberg, 2016) and deficits in
lung growth in children (Rojas-Martinez et al., 2007).
Climate conditions in the MCMA comprise a dry season

when rains are rare or absent (November–May), and a rainy
season (June–October) when rains are very frequent. During
the dry season, ozone, PM, and PAHs levels increase signifi-
cantly (Mugica et al., 2010; Garcia-Suastegui et al., 2011). We
have previously documented that the presence of benzo[a]pyr-
ene (B[a]P)-DNA adducts in young adult blood leucocytes is
associated with PM levels and allelic risk variants during the
dry season (Garcia-Suastegui et al., 2011). Although preven-
tive measures have been enforced, the presence of toxic
PAHs in air pollution are not monitored besides the fact that
PAHs of high molecular weight such as benzo(g,h,i)perylene,
dibenzo(a)anthracene, and benzo(a)pyrene have been found
associated with the PM10 (Salcido-Neyoy et al., 2015).
Here, we designed a monitoring study, to investigate the

impact of air pollution in theMCMA in newborns, using bulky
DNA adducts and allelic variants of risk as well as the levels
of plasma 8-iso-PGF2α (8-iso-prostaglandin F2α) as bio-
markers of health risk. We obtained samples from non-
smoking mothers and cord blood of their neonates. These fam-
ilies were living in the northern zone of the MCMA, one of the
most impacted areas, from February 2014 until December
2015. The influence of PM and ozone levels as well as allelic
risk variants in these biomarkers was investigated using single
and multiple regression analysis in different time windows
during gestation. Also, we explored the association between
PM and/or adduct levels and neonate weight, length, body
mass index (BMI), Apgar and Capurro scores. The Apgar
score is predictive of neonatal health after birth, while the
Capurro score is predictive of gestational age.

MATERIALS ANDMETHODS

Chemicals

All chemicals and DNA primers were obtained from Sigma-Aldrich
(St Louis, MO) unless otherwise indicated.
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Study Subjects

The study protocol was approved by the Ethics Committee of the
Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma
de México, and the Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS),
Mexico City.

Pregnant women between the ages of 19–35 that had remained in the
MCMA during the last 3 months before delivery were recruited at the time
of admission for labor and delivery at the Unidad Médica del Hospital de
Alta Especialidad en Ginecología y Obstetricia No. 3, Centro Médico
Nacional “La Raza” in México City. The sampling period was from
February 2014 to December 2015. This hospital from the public health
program IMSS serves pregnant women of the Center-North Zone of
Mexico City, which is among the most polluted areas. After volunteers
signed an informed consent, they were asked to complete a questionnaire
concerning their age, parity, residence area, occupation, general health
condition, medications, smoking habits, and exposure to genotoxic agents,
such as X-rays. Exclusion criteria included: self-report of living near gaso-
line stations, paint and plastic factories or solvents, active smoking during
pregnancy, occupational exposure to PAHs, or premature rupture of mem-
branes by an infectious process. At birth, neonates were assessed for con-
genital anomalies immediately, and all were considered healthy. The
Apgar scores after 1 min ranged from 7 to 9 but increased to between
8 and 10 after 5 min for all participants. Neonatal weight, length, and
Capurro scores were also obtained. Blood and urine samples from mothers
were obtained at the time of hospitalization previous to labor and cord
blood was obtained immediately after birth. Samples were immediately
frozen and transported to the laboratory for processing. Aliquots of blood
plasma were stored at −80!C until further analysis. Additionally, a follow-
up of the neonates was performed during the first 28 days of life to
exclude neonatal death.

CotinineDetermination

A semiquantitative test was performed to determine cotinine levels
in urine using a One Step Cotinine Test Device (Certum Diagnostics,
Monterrey, N.L. México), according to the manufacturer’s protocol. Cotin-
ine samples were deemed positive if the cotinine concentration in urine
was ≥200 ng/mL. Cotinine-positive individuals were excluded from the
study.

DNA Isolation

Leucocyte DNA was isolated using a standard phenol–chloroform
extraction protocol (Sambrook et al., 1989) with RNase A and proteinase
K treatments. Isolated DNA samples were aliquoted and frozen at −80!C
until further analysis. DNA concentrations were determined spectrophoto-
metrically at 260 nm. DNA was dissolved in nuclease-free water and the
integrity and purity were established by 0.8% agarose gel electrophoresis
and both A260/A280 and A230/A260 ratios.

DNA Adduct Determination by 32P-PostlabelingAssay

The bulky DNA adducts were quantified using 32P-postlabeling assay
(Phillips and Arlt, 2007). Briefly, DNA samples (4 μg) were digested over-
night using a mixture of micrococcal nuclease and spleen phosphodiesterase
at 37!C. Nuclease P1 digestion was used for adduct enrichment for 1 h. The
phosphorylated nucleotides were labeled with T4-phosphonucletide kinase
(Affymetryx, Santa Clara, CA, USA) with 37 μCi of [γ-32P] adenosine
triphosphate (ATP) (Perkin Elmer, Waltham, MA, U.S.A.) for 1 h. The
labeled DNA adducts were resolved by multi-directional thin-layer chroma-
tography (TLC) on 10 × 20 cm polyethyleneimine (PEI)-cellulose plates
(Machery-Nagel, Düren, Germany). The solvent systems used for TLC were
as follows: D1: 1 M sodium phosphate, pH 6.0; D2: 3.5 M lithium formate,
8.5 M urea, pH 3.5; and D3: 0.8 M lithium chloride, 0.5 M Tris, 8.5 M

urea, pH 8.0. After chromatography, TLC sheets were analyzed using a
scintillator counter LS 6500 (Beckman-Coulter, Brea, CA, U.S.A.), and the
DNA adduct levels (relative adduct labeling) were calculated from the
adduct counts per minute (CPM), the specific activity of [γ-32P] ATP (with
30 fmol dAMP deoxyadenosine monophosphate (dAMP) as the labeling
standard) and the amount of DNA used. All samples were analyzed twice
(Binkova et al., 1994). A benzo[a]pyrene diol-epoxide-(BPDE)-modified
DNA standard was obtained by exposing HepG2 cells to 4 μM benzo[a]pyr-
ene for 24 h and was used as a positive control. DNA adduct levels were
measured in the diagonal radioactive zone of the TLC sheets. The results
were expressed as DNA adducts/108 nucleotides. This methodological
approach provides a summary measure of a complex mixture of adducts
present in the postlabeling chromatograms that are resistant to P1 digestion
(Tang et al., 2001).

Genotyping

GSTM1 deletion polymorphisms were determined by multiplex poly-
merase chain reaction (PCR) (Abdel-Rahman et al., 1996). PCR–RFLP
Restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) analysis was used
to identify NQO1*2, CYP1B1*3, and MGMT L84F polymorphisms
(Watanabe et al., 2000; Eguchi-Ishimae et al., 2005; Hill et al., 2007;
Garcia-Suastegui et al., 2011; Molina et al., 2013).

8-Iso-PGF2αDetermination

8-iso-PGF2α levels were determined using liquid chromatography–
tandem mass spectrometry (LC–MS/MS). 8-iso-PGF2α was extracted from
plasma using a modified version of previously described methods (Bastani
et al., 2009; Larose et al., 2013; Dupuy et al., 2016). First, 100 μL of the
internal standard was added to 500 μL of plasma. Then, 500 μL of hydro-
lysis solution (15% w/w KOH potassium hydroxide (KOH)) was added.
The resulting mixture was vortexed and incubated in an ultrasonic bath at
40!C for 30 min. The samples were then acidified with 225 μL of 6 M
formic acid, vortexed, and centrifuged at 15,000 rpm for 10 min. Sample
supernatants (350 μL) were applied to solid-phase extraction on an Oasis®

MAX μElution Plate. The wells were conditioned with 500 μL of MeOH
and equilibrated with 500 μL of 20 mM formic acid. Samples were loaded
and the wells were washed with 350 μL of 2% NH4OH. 8-iso-PGF2α was
eluted with 50 μL of Acetonitrile:Indole-3-Propionic Acid (ACN:IPA,
[40:60]) with 5% FA and diluted with 150 μL of water. Aliquots (30 μL)
were injected into the LC–MS/MS system using an ACQUITY BEH
UPLC® C18 2.7 μm column.

EnvironmentalMonitoring

The daily records of atmospheric PM2.5, PM10, and ozone (O3) levels
were obtained from the Automatic Atmospheric Monitoring Network of
Mexico City (RAMA, for its Spanish initials) monitoring stations located
in the Center-North zone of Mexico City, location of the Centro Médico
Nacional “La Raza” and the residential areas of the volunteers. The Acol-
man, Atizapán, Camarones, Cuautitlán, FES Acatlán, Hospital General de
México, Iztacalco, Merced, San Agustín, San Juan de Aragón, Tlalnepan-
tla, Tultitlán, Villa de la Flores, and Xalostoc monitoring stations collected
PM10 emission levels, while Camarones, Hospital General de México,
Merced, San Agustín, San Juan de Aragón, Tlalnepantla, and Xalostoc
monitoring stations collected PM2.5 emission levels in that area. Acolman,
Atizapán, Camarones, Cuautitlán, FES Acatlán, Gustavo A. Madero, Los
Laureles, La Presa, Montecillo, San Agustín, San Juan de Aragón, Tlalne-
pantla, Tultitlán, Villa de las Flores, and Xalostoc monitoring stations
were used to collect data for ozone concentration levels. Monthly medians
" IQR of PM and ozone levels from the years 2014 to 2015 were esti-
mated from the data obtained from the monitoring stations and used in our
analyses.
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Statistical Analysis

Average age, weeks of gestation, and weight at birth, as well as PM
and monthly ozone levels, were calculated. PM and ozone monthly
medians were estimated for the last month, bimester and trimester of the
gestation period for association analysis. To compare the differences in
PM levels between the months of November–May (dry season) and June–
October (rainy season) reported from 2014 to 2015, we performed a
Mann–Whitney U test analysis. To compare the levels of the PAH-DNA
adducts and 8-iso-prostanePGF2α in mothers and their neonates, the Wil-
coxon paired-sample test was used. The association between the levels of
adducts in maternal and cord blood leucocytes and the correlation between
PM2.5, PM10, and PAH-DNA adduct levels were explored using Spear-
man’s rank correlation coefficient analysis. Allele and genotype frequen-
cies were estimated and deviation from Hardy–Weinberg equilibrium was
examined using χ2 test. To evaluate the association between the levels of
DNA adducts and the different polymorphisms, we compared the wild-
type genotype to the heterozygous/mutant homozygous genotypes with a
Mann–Whitney U test. Multiple regression analyses between the levels of
DNA adducts in umbilical cord blood, PM2.5, PM10, and allelic risk vari-
ants in both mothers and neonates were performed. To examine the inter-
action between maternal and fetal CYP1B1 genotypes and umbilical cord
blood adduct levels, an empirical cumulative distribution analysis was
used to associate each genotype combination with the levels of bulky
DNA adducts. To explore the association of the levels of DNA adducts or
8-iso-prostanePGF2α and different variables measured (polymorphisms,
the occupation of the mother, and parity; covariables: age of the mother
and PM levels or ozone levels) general linear models were used. The loga-
rithmic transformations were used for DNA adducts and 8-iso-
prostanePGF2α levels to correct for normality, variance homogeneity was
tested with Levene’s test. “Post-hoc” adjustment for multiple comparisons
of Tukey–Kramer was used. In all statistical tests, P < 0.05 was consid-
ered statistically significant. The statistical tests were performed using
SAS 9.0 and GraphPad Prism 7 software.

RESULTS

Study Population

A total of 106 out of 150 interviewed pregnant women
fulfilled our inclusion criteria. All women tested negative
for urine cotinine (cotinine <200 ng/mL urine; Table I).
The average age of volunteers was 30.92 ! 5.6 years, and
the average pregnancy duration was 38.33 ! 1.1 weeks. In
our study population, 48% of neonates were males, the
average birth weight was 3,075 ! 414.1 g, and the average
length was 49.63 ! 5.6 cm in newborns born after
37 weeks. Neonate weight, length, and BMI were not asso-
ciated with PM or ozone levels (data not shown).

Air PollutionData

The daily 24 h concentrations reported by the RAMA
stations were recorded, and the monthly medians ! IQR
were estimated for PM10, PM2.5, and ozone for the period
between 2014 and 2015 (Fig. 1A). PM10 and PM2.5 levels
increased significantly (P < 0.0001) during the dry seasons
(November–April) compared with the levels of PM
observed during the rainy seasons (May–October) from
2014 to 2015. Rains cause an atmospheric wash that drags
the suspended particles to the ground, which is reflected in

a decrease of environmental PM (SEDEMA, 2008, 2010).
The highest levels of O3 were observed during the March–
June period. PM2.5 and PM10 emissions were not linearly
associated (Fig. 1A). Thus, the association analyses were
performed separately for each PM size. Taking into consid-
eration the weeks of gestation and date of birth in each
case, we estimated the average PM2.5 and PM10 reported
emissions during the first, second, third trimesters and
whole pregnancy for each case (Fig. 1B,C). The majority
of the pregnant women were exposed during the gestational
period to higher PM levels than the Mexican Guideline
values for the annual mean of PM (12 μg/m3 for PM2.5 and
40 μg/m3 for PM10), the limit values are represented by
dashed lines in Fig. 1B,C.

BulkyDNA Adducts inMothers andNewborns

The median values for maternal and cord blood bulky
DNA adducts were 1.105 (IQR: 0.513, 1.832) and 1.334
(IQR: 0.7798, 2.0) adducts per 108 nucleotides, respec-
tively. These medians values were significantly different
(P = 0.0022; Table I; Fig. 2A), indicating that the levels of
adducts in cord blood were approximately 20% higher than
those observed in their mothers.

TABLE I. Demographic Characteristics and Biomarkers of the
Study Population

Number of volunteers that complied
with inclusion criteria

106

Neonate gestational age (weeks; mean ! SD) 38.33 ! 1.1
Neonate sex (n)
Male 49
Female 53
Missing data 4

Birth weight (g; mean ! SD) 3075 ! 414.1
Birth length (cm; mean ! SD) 49.63 ! 2.2
Maternal age (years; mean ! SD) 30.92 ! 5.6
Maternal occupation/exposure (n)
Housewife 40
Employed 53
Occupational exposure to PAHs 3
Non reported 10
Smokers 0

PAH-DNA adducts/108 nucleotides
Mothers (median ! IQR) 1.105 (0.513–1.832)
Cord Blood (median ! IQR) 1.334a (0.779–2.000)

8-iso-PGF2α (pg/mL plasma)
Mothers (median ! IQR) 127.6 (76.64–174.1)
Cord Blood (median ! IQR) 210.4b (149.0–277.3)

Cord Blood/Maternal Blood adduct ratio (CBMBR)
CBMBR > 1 (%) 60.37
CBMBR < 1 (%) 39.63

SD = standard deviation; IQR = interquartile range; Wilcoxon paired-
sample test.
aP = 0.0078.
bP < 0.0001.
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However, the levels of maternal DNA adducts were posi-
tively associated with cord blood levels (ρ = 0.634, 95%
CI [0.500, 0.738], P < 0.0001; Fig. 2C), suggesting an
effective transfer of PAHs across the placental tissue. To
compare the adduct levels, we calculated the cord blood/-
maternal adducts ratio (CBMBR). CBMBR values above
1 represent higher susceptibility of fetal DNA damage due
to environmental exposure to PAHs (Jedrychowski et al.,
2013). The analysis showed that 60.95% of cord blood leu-
cocytes samples were >1, with a median of 1.64 and an
IQR of 1.29, 2.10. This indicates the presence of higher

levels of adducts in 60% of cord blood samples compared
with maternal DNA (Table I).
We explored the association between PM2.5 and PM10

and adduct levels in several time windows before birth. In
the case of PM2.5, significant associations were found
between adduct levels and particle concentrations (Fig. 3).
In maternal leucocytes, we did not find a significant associ-
ation during the last month before delivery (Spearman’s
ρ = 0.0465, 95% CI [−0.152, 0.241], P = 0.3187; Fig. 3A).
Instead, in the last 2 and 3 months before delivery we
observed significant correlations (ρ = 0.3075, 95% CI
[0.117, 0.475], P = 0.0007 and ρ = 0.3453, 95% CI
[0.158, 0.507], P = 0.0002, respectively). In cord blood,
we found similar results for the last month (ρ = 0.1134
[−0.085, 0.303], P = 0.1247; Fig 3B). However, during the
last 2 and 3 months before birth (ρ = 0.4435, 95% CI
[0.269, 0.589], P < 0.0001; ρ = 0.4722, 95% CI [0.303,
0.612], P < 0.0001, respectively) the correlations are sig-
nificant. The strongest association was observed using the
last 3 months window. The association between DNA
adducts in cord blood and PM2.5 emission showed a linear
dose–response trend.
In the case of PM10, Spearman’s correlation analysis in

maternal leucocytes showed that the stronger point estimate
of the association was during the last month of gestation
(ρ = 0.341, 95% CI [0.154, 0.504], P = 0.0002; Fig. 4A),
compared to 2 months (ρ = 0.306, 95% CI [0.1165, 0.475],
P = 0.0007) or 3 months before delivery (ρ = 0.268, 95%
CI [0.075, 0.442], P = 0.0028). Similar results were
observed when the analyses were performed with cord
blood. The stronger point estimate of the association

A

B

C

Fig.1. (A) PM10, PM2.5, and Ozone monthly concentrations from 2014 to
2015 as reported by the Automatic Atmospheric Monitoring Network of
Mexico City (RAMA). Monthly medians and interquartile ranges
(median ! IQR) were estimated as described in “Materials and Methods.”
Mann–Whitney U test was used to compare PM and O3 concentrations
between the dry (November–May) and the rainy (June–October) seasons
during the sampling period, *P < 0.0001. (B) Estimation of the average
PM2.5 exposure concentrations for the first, second, third trimesters and
whole pregnancy for each volunteer. Exposure was estimated for each
volunteer, taking into consideration the weeks of gestation, date of birth,
and the daily PM2.5 reported emissions by RAMA. Levels of PM2.5

exposure between these periods were analyzed using a Kruskal–Wallis
and Dunn’s multiple comparisons tests, **P < 0.0001 (first vs. second
trimester), **P < 0.0001 (first vs. third trimester), *P = 0.0046 (first
vs. whole pregnancy). (C) Estimation of the average PM10 exposure
concentrations for the first, second, third trimesters and whole pregnancy.
Exposure was estimated for each volunteer, taking into consideration the
weeks of gestation, date of birth, and the daily PM10 reported emissions
by RAMA. Levels of PM10 exposure between these periods were analyzed
using a Kruskal–Wallis and Dunn’s multiple comparisons tests,
**P < 0.0001 (first vs. second trimester), **P < 0.0001 (first vs. third
trimester), *P = 0.0060 (first vs. whole pregnancy). The majority of the
volunteers were exposed during each gestational period to higher levels
than the PM Mexican Guideline values for the annual mean (12 μg/m3 for
PM2.5 and 40 μg/m3 for PM10), the limit values are represented by dashed
lines.
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between PM and adduct levels was 1 month before birth
(ρ = 0.465, 95% CI [0.295, 0.607], P < 0.0001; Fig. 4B)
compared to 2 months (ρ = 0.446, 95% CI [0.273, 0.591],
P < 0.0001) or 3 months before birth (ρ = 0.362, 95% CI
[0.178, 0.522], P < 0.0001). The associations between
PM2.5 or PM10 and adduct levels were always higher in
cord blood, suggesting a higher sensibility for adduct for-
mation and/or slower repair rate.

The formation of cord blood DNA adducts during the last
months of gestation was further explored using exposure
ranges both below and above the last trimester PM10 average
of 48.58 μg/m3 (Fig. 4, dashed line). For the last month of
gestation, we did not observe a significant association at PM
levels <48.58 μg/m3 (below the average). However, above
this value, the association was highly significant (ρ = 0.464,

95% CI [0.224, 0.651], R2 = 0.251, P < 0.0001). Similar
results were observed with PM levels 2 months before birth,
with exposures ≥48.58 μg/m3 (ρ = 0.5745, 95% CI [0.376,
0.722], R2 = 0.327, P < 0.0001), and at 3 months before
birth ≥48.58 μg/m3 (ρ = 0.464, 95% CI [0.241, 0.640],
R2 = 0.197, P < 0.0001). We also estimated the relative risk
(RR) of having ≥2 DNA adducts (approximately 50% above
the median value) when the exposure exceeded 48.58 μg/m3.
The RR increased slightly for mother’s samples (RR = 1.56,
95% CI [1.11, 2.21]) during the last month, and the last
bimester (RR = 1.49, 95% CI [1.05, 2.13]), while for the last
trimester the significance is lost. In contrast, in cord blood
samples, it was possible to observe higher RR values during
the last month (RR = 4.63, 95% CI [3.30, 6.50]), the last
bimester (RR = 3.52, 95% CI [2.48, 5.01]) and the last

A B

C D

Fig. 2. (A) Maternal (MO) and umbilical cord blood (CB) DNA adducts
levels. The median and interquartile ranges (median ! IQR) are shown.
Data were analyzed using the Wilcoxon paired-sample test, *P = 0.0022.
(B) Seasonal comparison between the levels of DNA adducts in mothers
(MO) and cord blood (CB) during the last month of gestation was
analyzed using Mann–Whitney U test while the Wilcoxon paired-sample

test was used for MO-CB comparisons; *P < 0.0001, **P = 0.0009. (C)
Spearman’s correlation analysis between maternal and neonate PAH-DNA
adduct levels (ρ = 0.6344, 95% CI [0.500–0.738], P < 0.0001). (D) Cord
Blood/Maternal Blood adduct ratio (CBMBR) separated by season. A
higher proportion of CBMBR >1 is observed during the dry season.
CBMBR >1 indicates higher fetal susceptibility to generate DNA damage.
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trimester of exposure (RR = 3.38, 95% CI [2.37, 4.82]).
These results suggest a higher susceptibility for PAH-DNA
adducts in cord blood leucocytes when PM10 concentrations
are higher than 48.58 μg/m3.

We also explored the relationship between PM emissions
and DNA adduct levels in earlier time windows. In the case
of the first trimester of pregnancy, the correlations were neg-
ative for both PM sizes or not significant (data not shown).
During the second trimester, PM2.5 significant negative asso-
ciations were found for maternal (ρ = −0.3385, 95% CI
[−0.502, −0.151], P = 0.0002) and umbilical cord blood
(ρ = −0.4448, 95% CI [−0.590, −0.271], P < 0.0001). Sim-
ilar results were obtained when maternal (ρ = −0.3129, 95%
CI [−0.480, −0.123], P = 0.0006) and umbilical cord blood
(ρ = −0.3655, 95% CI [−0.524, −0.181], P < 0.0001)
adducts were associated with PM10 emissions at this window
time. The strongest association during the last trimester of
gestation (Figs. 3 and 4) suggests a fast formation–
elimination of DNA adducts.

DNA adduct levels were also analyzed taking into con-
sideration the season of delivery, we observed significant
differences between maternal and cord blood DNA in
births that occurred during the dry season (P = 0.0009) but
not when births occurred during the rainy season. Maternal

DNA showed higher levels of adducts when blood samples
were obtained during the dry season than during the rainy
season (P < 0.0001), and the same effect was observed
when we compared the levels of adduct in cord blood
DNA from births that occurred during the dry season with
those delivered during the rainy season (P < 0.0001;
Fig. 2B). Additionally, CBMBR values >1 were more fre-
quently observed during the dry season (Fig. 2D).

Levels of 8-IsoprostanePGF2α inMothers andCordBlood

Isoprostanes are oxidized products of arachidonic acid
and have been reported as useful markers of oxidative
stress processes, such as chronic ozone exposure (Chen
et al., 2007). The levels of 8-iso-PGF2α were determined in
both maternal and cord blood plasma. Maternal and cord
blood isoprostanes correlated significantly (ρ = 0.265, 95%
CI [−0.039, 0.524], P = 0.039), although cord blood levels
were significantly higher (P < 0.0001) (Table I) as previ-
ously reported (Rossner Jr. et al., 2009; Chafer-Pericas
et al., 2015). In addition, we observed a significant associa-
tion between maternal 8-iso-PGF2α and ozone levels only
during the last month of pregnancy (ρ = 0.322, 95% CI
[0.067, 0.538], P = 0.0060), but they were not associated

A

B

Fig. 3. Spearman’s correlation analyses of the association between PM2.5 and bulky DNA adduct levels. (A) PAH-DNA
adduct levels in maternal blood were positively associated with PM2.5 levels during the last 2 and 3 months before
delivery. (B) DNA adduct levels in umbilical cord blood were positively associated with PM2.5 levels during the last
2 and 3 months of pregnancy.
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with PM2.5 or PM10 levels. We could not find any correla-
tion between the levels of umbilical cord serum 8-iso-
PGF2α and ozone concentrations.

The Effect ofAllelic Variants of Riskon the Levels ofDNA
Adducts and Isoprostanes

The relationship between 8-iso-PGF2α, bulky DNA
adducts, and allelic risk variants was explored (Tables 2–4).
For the NQO1*2 allele, we observed a significant difference
in the levels of maternal bulky DNA adducts between the Pro/
Pro and the Pro/Ser maternal variants (P = 0.02, Table II).
For CYP1B1 and MGMT polymorphisms, we analyzed
the heterozygous and the mutant homozygous genotype
together assuming that the presence of one mutant allele con-
fers risk and also due to the small number of individuals with
mutant homozygous genotypes that made genetic analysis
difficult.

Multiple regression analyses were performed separately for
each PM size due to the collinearity of the PM concentrations
in air samples (Tables III and IV). CYP1B1 polymorphism
affected the levels of umbilical cord blood adducts associated
with PM2.5 emissions (β = 0.257, P = 0.009; Table III). The

presence of at least one CYP1B1*3mutant allele in the mater-
nal genome was associated with lower adduct levels in umbil-
ical cord blood (β = −0.189, P = 0.034; Table III). For PM10

emissions also, higher levels of adducts in umbilical cord
blood were associated with the presence of at least one
CYP1B1*3 risk allele in the fetus (β = 0.212, P = 0.035;
Table IV). Similarly, to what was observed in the single cor-
relation analyses (Figs. 3 and 4) the association between
PM2.5 and adduct levels in cord leucocytes DNA was stron-
ger than that observed with PM10 emissions (β = 0.0645,
P < 0.001; Table III) vs. (β = 0.0159, P < 0.001; Table IV),
respectively. In the case of maternal blood adducts, no signif-
icant associations were found (data not shown) with the
exception of those previously reported, where lower levels of
adducts were associated with NQO1*2 polymorphism. Fur-
thermore, using an empirical cumulative distribution analysis,
and considering the combinations of alleles of CYP1B1*3
in both the mother and the cord blood, we found higher
levels of DNA adducts in umbilical cord blood in the follow-
ing genotype configuration: maternal Leu/Leu and cord
blood Leu/Val (Fig. 5). Interestingly, these observations sug-
gest an increased fetal susceptibility to PAHs exposure
independently of maternal genotype. We could not find

A

B

Fig. 4. Spearman’s correlation analyses of the association between PM10

and bulky DNA adduct levels. (A) PAH-DNA adduct levels in maternal
leucocytes were positively associated with PM10 levels at three-time
windows during the last trimester of pregnancy. The highest association
was observed during the last month. (B) DNA adduct levels in umbilical
cord blood at three-time windows during the last trimester of gestation.

The highest positive association with PM10 levels was observed during the
last month of gestation. The dashed lines represent the concentration of
last trimester PM10 mean value (48.58 μg/m3). No significant association
were observed at PM10 < 48.58 μg/m3, while highly significant ones were
observed at PM10 > 48.58. Spearman’s “ρ” and “P” values, as well as
confidence intervals, are presented in the “Results.”
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significant associations between the other allelic risk variants
and DNA or lipid damages.

DISCUSSION

According to theWorld Health Organization (WHO2014a,b),
ambient air pollution is a larger contributor to morbidity and
mortality than infectious diseases, such as AIDS, tuberculo-
sis, or malaria. This impacts public health systems costs,
especially in developing countries, such as Mexico.
Prenatal exposure to air pollution has been associated with

adverse birth outcomes worldwide (Brauer et al., 2008; Peder-
sen et al., 2013; Ha et al., 2014; Padula et al., 2014; Vinikoor-
Imler et al., 2014; Vinikoor-Imler et al., 2015; Ebisu et al.,
2016), developmental delay (Perera et al., 2006; Peterson
et al., 2015), reduced IQ (Perera et al., 2009b, 2014), and
increased incidence of asthma (Perera et al. 2009a).
Specific components of air pollution such as PAHs, PM,

ozone, and NO3 have been associated with epigenetic
changes in cord blood leucocytes that could lead to asthma
(Perera et al., 2009a; Tang et al., 2012), lung growth deficit
(Rojas-Martinez et al., 2007), and reduced growth in chil-
dren (Tang et al., 2006; Choi et al., 2008).
In the MCMA, epidemiological studies associate air pol-

lution with respiratory and systemic effects in children
(Calderon-Garciduenas et al., 2001; Calderon-Garciduenas
et al., 2003; Rojas-Martinez et al., 2007).
Here, we evaluated the impact of PM and ozone on bio-

markers such as PAH-DNA adducts and 8-isoprostanes in
fetal and maternal white blood cells. The study focused on
non-smoking pregnant women who lived in an area of the
MCMA highly impacted by industry and vehicle emissions
(SEDEMA, 2008, 2010). DNA adducts are considered as
biomarkers of a biologically effective dose because they rep-
resent the amount of carcinogen bound to DNA, which
escapes detoxification and repair mechanisms (Poirier, 1997;
Godschalk et al., 2003). Damage to DNA is an initial event
in the carcinogenesis process. Tumor mutations consistent
with the presence of B[a]P-DNA adducts have been reported
in lung tumors from smokers (Alexandrov et al., 2016).
These and earlier evidence in animal models support PAH-
DNA adducts as biomarkers for cancer risk (Poirier, 1997;
Godschalk et al., 2003; Castano-Vinyals et al., 2004). Con-
versely, isoprostanes are excellent markers of lipid peroxida-
tion, which occur due to the exposure or generation of free
radicals and reactive oxygen species. High levels of these
lipid peroxidation products have been associated with sev-
eral diseases, such as atherosclerosis, myocardial infarction,
chronic obstructive pulmonary disease (COPD), asthma, and
others (Cracowski et al., 2002).
We observed a strong correlation between the levels of

maternal adducts and the levels of umbilical cord blood
adducts, showing the importance of maternal exposure for
fetal levels of DNA damage (Fig. 2C). In humans and animalTA
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models, data support the effective transfer of PAHs across the
placental tissue and the accumulation of PAH-metabolites in
cord blood (Srivastava et al., 1986; Neubert and Tapken,
1988; Sexton et al., 2011). Furthermore, the placental tissue
has the ability to metabolize PAHs molecules which could
lead to DNA adducts (Topinka et al., 2009; Karttunen et al.,
2010; Suter et al., 2010; Janssen et al., 2017).

Umbilical cord blood leukocytes DNA showed higher
levels of bulky adducts than maternal white blood cell
DNA, demonstrating that in utero exposure to carcinogens
such as PAHs leads to increased susceptibility to DNA dam-
age in the fetus (Fig. 2A). The molecular and developmental
effects of prenatal exposure to PM and PAHs have been
evaluated by several research groups in cities with different
degrees of air pollution. In these reports, the levels of umbil-
ical adducts are equal or higher than those detected in mater-
nal blood (Perera et al., 2005a, 2005b; Tang et al., 2006;
Topinka et al., 2009; Perera et al., 2011; Herbstman et al.,

2012; Jedrychowski et al., 2013). In our study, we observed
a CBMBR > 1 in 60% of cord blood samples (Table I), and
the bulk of CBMBR > 1 samples were observed when the
PM concentrations were higher (Fig. 1). These results sug-
gest that in the air pollution conditions in the MCMA, PAHs
and PAHs reactive metabolites accumulate in the neonate,
increasing the risk for adduct formation.
We observed a significant association between the levels

of PM2.5 and PM10 emissions and bulky DNA adducts in
both maternal and umbilical cord blood (Figs. 3 and 4). The
estimated PM2.5 exposure showed a significant association
with DNA adduct levels in the last 2 and 3 months before
birth (Fig. 3). In the case of PM10, we could not identify a
specific window with higher susceptibility for adduct forma-
tion due to the correlation coefficients’ overlapping.
The WHO and several investigations have highlighted

the potential health effect of PM, specifically, the aerody-
namic fraction PM2.5 that enter more deeply into the

TABLE III. Multiple Regression Analysis Between the Levels of Log-Transformed DNA Adducts in Umbilical Cord Blood, PM2.5,
and Allelic Risk Variants in Both Mothers and Neonates

Variables Coefficient β Std. Error t P-value VIF

Constant −0.711 0.343 −2.076 0.041
PM2.5 0.0645 0.0130 4.967 <0.001 1.030
Neonate allelic risk variants
CYP1B1*3 (NB) 0.257 0.0962 2.667 0.009 1.270
GSTM1*0 (NB) −0.0003 0.0931 −0.003 0.997 1.755
MGMT L84F (NB) −0.101 0.0896 −1.129 0.262 1.690
NQO1 Pro/Ser (NB) 0.00005 0.0089 0.006 0.995 1.690
NQO1 Ser/Ser (NB) −0.0851 0.123 −0.691 0.492 1.665
Maternal allele risk variants
CYP1B1*3 (MO) −0.189 0.0876 −2.159 0.034 1.199
GSTM1*0 (MO) 0.0218 0.0935 0.233 0.817 1.735
MGMT L84F (MO) 0.0498 0.0910 0.547 0.586 1.750
NQO1 Pro/Ser (MO) −0.117 0.0861 −1.362 0.177 1.564
NQO1 Ser/Ser (MO) 0.0365 0.124 0.296 0.768 1.579

Significant values in bold; VIF = variance inflation factor.

TABLE IV. Multiple Regression Analysis Between the Levels of Log-Transformed DNA Adducts in Umbilical Cord Blood, PM10,
and Allelic Risk Variants in Both Mothers and Neonates

Variables Coefficient β Std. Error t P-value VIF

Constant 0.0960 0.222 0.432 0.667
PM10 0.0159 0.00384 4.140 <0.001 1.140
Neonate allelic risk variants
CYP1B1*3 (NB) 0.212 0.0992 2.140 0.035 1.275
GSTM1*0 (NB) 0.0143 0.0966 0.148 0.883 1.762
MGMT L84F (NB) −0.0587 0.0927 −0.633 0.528 1.685
NQO1 Pro/Ser (NB) 0.0859 0.0968 0.888 0.377 1.824
NQO1 Ser/Ser (NB) −0.0178 0.129 −0.138 0.890 1.702
Maternal allele risk variants
CYP1B1*3 (MO) −0.135 0.0914 −1.476 0.144 1.217
GSTM1*0 (MO) 0.0402 0.0969 0.415 0.679 1.738
MGMT L84F (MO) 0.0487 0.0943 0.517 0.607 1.750
NQO1 Pro/Ser (MO) −0.134 0.0897 −1.493 0.139 1.583
NQO1 Ser/Ser (MO) −0.00994 0.130 −0.0762 0.939 1.638

Significant values in bold; VIF = variance inflation factor.
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respiratory tract and could have higher levels of PAHs
(Dockery and Pope 3rd, 1994; Brunekreef and Holgate,
2002; IARC, 2013, 2015).

The formation of bulky DNA adducts showed a linear
trend with PM2.5 exposure during the last trimester of ges-
tation (Fig. 3). Therefore, in our study, even at low levels
of PM2.5 emissions the generation of adducts can be
observed. All volunteers were exposed to PM2.5 concentra-
tions higher than the 12 μg/m3 Mexican Guideline limit for
annual average for PM2.5, during the entire pregnancy
(Fig. 1B) (NOM, 2014).

When the association between PM10 levels and DNA
adducts was explored in umbilical cord cells, adduct levels
were not significantly associated with PM10 levels <48 μg/m3.
However, when PM10 monthly averages were higher than
48 μg/m3, the association showed a significant linear trend
(Fig. 4). We have previously observed a similar association
between the levels of PAH-DNA adducts when the levels of
PM10 were above 45–50 μg/m3 in a longitudinal study in
young adults (Garcia-Suastegui et al., 2011). This observation
is important because the actual Guideline limit for annual aver-
age PM10 concentrations in the MCMA is 40 μg/m3 (Fig. 1B)
(NOM, 2014).

Thus, enforced reductions of the emission limits are
needed to lower the risk for PAH-DNA adducts in neo-
nates. Volunteers in this study were non-smoking women
with reduced contact to potential confounding factors. For
example, we did not find changes in dietary intake of
sources of PAHs between the seasons of the year and nei-
ther maternal occupational exposure to PM or PAHs.

Therefore, the effect of PAHs exposure is not expected to
be due to active or passive smoking or indoor cooking
using biomass fuels. These not uncommon conditions in
MCMA represent an additional risk at PM levels above
48 μg/m3 for PM10 and above 12 μg/m3 for PM2.5.
The amount of this type of adducts in cells is modulated

not only by the levels of exposure but also by the amount
absorption, metabolic bioactivation, and DNA repair capac-
ity. It has been estimated that the half-life of PAH-DNA
adducts in white blood cells is approximately 3–4 months
(Jedrychowski et al., 2013; Lee et al., 2017). However,
some reports suggest that the repair rate of bulky DNA
adducts depends on the levels of exposure. For example, in
asphalt paving workers, the formation of DNA adducts
increased significantly across the labor period and was
lower on Mondays and higher on Fridays. Furthermore,
adduct elimination occurred over the weekend (McClean
et al., 2007). Another study showed a significant elimina-
tion of bulky DNA adducts 2 months after a psoriasis treat-
ment with coal tar (Paleologo et al., 1992). Similarly, in
our study, bulky DNA adduct levels both in umbilical cord
blood and maternal leucocytes showed the strongest associ-
ation with the PM levels registered during the last months
of gestation (Figs. 2B, 3, and 4), which suggests either a
shorter half-life and/or fast repair of DNA adducts. There-
fore, in our cohort, the levels of PAH-DNA adducts reflect
recent exposure to PAHs. In these residential areas of the
MCMA, neonates will be most impacted by PM when the
last months of gestation occur during the dry season.
When we analyzed the relationship between PM expo-

sure and adduct levels during the second or first trimester
of gestation, we found significant negative correlations for
both aerodynamic particle diameters. This suggests that
mothers and fetus are exposed to high levels of PM during
these periods do not show high levels of adducts at the end
of pregnancy. This information could help to understand
the dynamics of formation and repair of adducts. It is very
interesting that the correlations are positive during the third
trimester of gestation (formation of adducts) and are nega-
tive in previous stages which could be due to DNA repair
of damage and/or cell turn over.
In this study, we did not observe correlations between

the levels of environmental PM or ozone and umbilical
8-iso-PGF2α concentrations. Similar results were obtained
in a gestational study conducted in Prague, where the effect
of exposure to tobacco smoke on the levels of isoprostanes
was evaluated. However, no association was found between
the toxic agent and biomarker levels. Only association
between 15-F2t-isoprostane levels was observed between
samples of maternal and umbilical plasma (Rossner
Jr. et al., 2009). However, the maternal levels of 8-iso-
PGF2α were associated with the concentrations of ozone
during the last month of exposure. In a gestational study in
the Czech Republic performed in two cities with different
levels of pollution, significant associations were found

Fig. 5. Empirical cumulative distribution analysis with the allelic
combinations of CYP1B1*3 polymorphism in mothers (MO) and cord
blood (CB) and the level of DNA adducts in umbilical cord blood. The
differences in curves indicate distinct data distributions and thus higher
DNA adduct levels in fetuses with the CYP1B1*3 genotype.
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between the levels of 8-OHdG and 15-F2t-isoprostane and
the levels of PM2.5 in umbilical cord blood samples. Fur-
thermore, the levels of biomarkers of oxidative stress were
higher during the winter season when the air pollution is
higher only in the most polluted city (Ambroz et al., 2016).

With respect to allelic risk variants, the presence of the
Pro/Ser genotype for the NQO1*2 polymorphism in
mothers was associated with lower maternal DNA adducts
compared with the wild-type genotype (Table II). This alle-
lic variant carries a C to T substitution that results in a pro-
line to serine amino acid change. This substitution greatly
reduced enzymatic activity which could lead to decreased
PAH-DNA adduct formation. Interestingly in a population-
based study, people who never smoked and were heterozy-
gous for the NQO1*2 polymorphism have a decreased risk
for developing lung cancer (Bock et al., 2005). We only
observe differences in heterozygous for the NQO1*2 geno-
type, the lack of significance in homozygous Ser/Ser condi-
tion it could be due to the small sample size. Thus, our
results could be affected by the limited number of individ-
uals carrying the mutant allelic variant.

The induction in the placenta of xenobiotic metabolism
enzymes like CYP1A1 has been reported in gestational
tobacco smoke exposures (Suter et al., 2010). In the same
way, other fetal tissues such as lung, liver, adrenal gland, and
brain, express CYP1A1 and CYP1B1 (Hakkola et al., 1997).
The presence of those metabolizing enzymes in fetal tissues
could suggest the participation of the neonate metabolism in
adduct formation. In this study, the presence of at least one
mutant allele of CYP1B1 in the fetus genotype was associated
with higher levels of cord blood DNA adducts (Tables III and
IV). A multiple correlation analysis showed a significant asso-
ciation between PM2.5 emissions and CYP1B1*3 polymor-
phism and adduct levels in umbilical cord blood cells,
suggesting that PAHs were metabolized in fetal tissues, such
as the placenta. At the same time, this analysis showed that the
presence of at least one mutant allele in the maternal genome
was significantly and negatively associated with the levels of
fetal adducts. Probably, the increased activity of maternal
CYP1B1 allows a more rapid elimination of circulating PAHs
which is reflected in lower levels of adducts in the fetus
(Table III). On the contrary, maternal CYP1B1 variants were
not associated with adduct levels in maternal DNA. However,
the maternal genotype CYP1B1*3 Leu/Leu and the neonatal
Leu/Val were associated with higher levels of adducts in
umbilical cord blood when maternal and fetal CYP1B1 geno-
type combinations were explored using a cumulative empirical
distribution of neonate cord blood DNA adduct levels (Fig. 5).
These results suggest an active fetal participation in xenobiotic
metabolism.

In conclusion, 60% of neonates cord blood DNA sam-
ples showed significantly higher levels of adducts than their
mothers. Maternal NQO1*2 polymorphism was associated
with lower maternal DNA adducts and CYP1B1*3 Leu/Leu

maternal genotype and Leu/Val neonatal variants were
associated with higher levels of adducts in fetal cord blood.
The formation of adducts was significantly associated with
exposures during the last trimester of pregnancy. Exposure
during the last trimester, to fine particles above the current
annual average limit of 12 μg/m3 (Figs. 1 and 3) (NOM,
2014) showed a linear dose–response trend with the forma-
tion of bulky DNA adducts in both maternal and cord
blood leucocytes. In the same gestational period, the pres-
ence of adducts in neonate cord blood followed a linear
trend when PM10 monthly average levels were above
48.58 μg/m3 which are clearly above the current annual
average limit of 40 μg/m3 (Fig. 4) (NOM, 2014). As shown
in Figure 1 the levels of PM10 concentrations observed dur-
ing the dry season months throughout our sampling period
were higher than 48.58 μg/m3. These observations should
enforce tighter regulations in the MCMA, to protect neo-
nates from exposure to these toxic compounds, especially
during the dry season where climate conditions delay the
removal of air pollutants.
There is strong epidemiological evidence that PM,

PAHs, and ozone exposure during gestation increase the
risk to develop respiratory diseases, lung growth deficits,
brain structural alterations and neurodevelopment disorders
during childhood as well as heart disease, stroke, and
cancer in adulthood (Landrigan and Fuller, 2016; Guxens
et al., 2018). These conditions not only reduce the quality of
life of the susceptible individuals but also increase health
care utilization and costs. Preventive measures should
include restriction of vehicle circulation in residential areas,
especially during the dry season, and relocation of industries
with the most PM and PAHs concentrations in the MCMA.
The results of the study were limited by the sample size.

A larger sample size could have uncovered significant
impact on neonate size and weight or the participation of
GSTM1*0 and NQO1*2 polymorphisms in the formation
of DNA bulky adducts. Here, we did not consider the pres-
ence of PAHs in atmospheric gas phase or indoor expo-
sure, although through the questionnaires we asked for
tobacco smoke exposure, indoor gas use, and occupational
exposure to PAHs. Also, we cannot exclude any residual
confounding effects from other environmental variables,
such as living close to highways. It would be significant to
be able to explore other biomarkers that show effects in
early stages of pregnancy or biomarkers that indicate long-
term effects with impact on the childhood of the individ-
uals exposed in utero in MCMA, such as those involved in
neonatal epigenetic reprogramming (Perera et al., 2009a;
Tang et al., 2012; Herbstman et al., 2013; Lee et al.,
2017). Additionally, neonates born in other sites of MCMA
could show different molecular effects due to the differen-
tial composition and distribution of PM and ozone
(Gutierrez-Castillo et al., 2006; Roubicek et al., 2007;
SEDEMA, 2008, 2010).
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Studies associate particulate matter (PM) exposure
with pulmonary, cardiovascular, and neurologic dis-
eases. Elevated levels of coarse (PM10) and fine
(PM2.5) PM have been reported in the Mexico City
metropolitan area during the last two decades. There
is limited information if these conditions affect new-
borns. We associated maternal exposure to PM
reported by the monitoring stations considering the
place of residence of each participant with the pres-
ence of genotoxic damage (cytome analysis) in mater-
nal and umbilical cord blood (UCB) lymphocytes.
Eighty-four healthy women in their last quarter of preg-
nancy met the inclusion criteria. Each volunteer expo-
sure was estimated according to the average PM2.5
and PM10 levels during the last month of gestation.
The micronuclei (MN) frequencies in UCB lymphocyte
cultures ranged between 0 and 9. They also showed

lower cell proliferation indexes than their mothers.
There was a strong correlation between the maternal
and the UCB MN frequency (ρ = 0.3767,
P = 0.0002). Multiple regression analysis including
PM10 and PM2.5 levels, maternal age, and occupa-
tion, showed a significant and positive association
between UCB MN frequency and PM2.5. A statisti-
cally significant increase in the MN frequency in both
maternal and UCB lymphocytes was observed in sam-
ples obtained during the dry season (higher PM levels)
as compared with the MN frequency in blood sam-
ples obtained during the rainy season (lower PM
levels). These results suggest that PM, mainly PM2.5,
can cross the placenta causing DNA damage in fetal
cells which may increase the potential for diseases
during childhood or adult life. Environ. Mol. Mutagen.
00:000–000, 2019. © 2019Wiley Periodicals, Inc.

Key words:micronuclei; human lymphocytes; cord blood; fineparticulatematter; transplacental

INTRODUCTION

Air pollution is a major environmental health risk.
According to the World Health Organization (WHO), 9 of
every 10 people in the world breathe polluted air, which
causes seven million deaths annually from causes directly
related to pollution (WHO, 2016). In addition, the WHO

(2016) estimates that air pollution in cities and rural areas
around the world causes 4.2 million premature deaths each
year. Ninety-one percent of these premature deaths occur in
low- and middle-income countries. Approximately 58% of
premature deaths related to air pollution were due to ische-
mic heart disease and stroke, while 18% of deaths were
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due to lung disease or obstructive chronic and acute respi-
ratory infections, and 6% of deaths were due to lung cancer
(WHO, 2018). An assessment carried out by the Interna-
tional Agency for Research on Cancer (IARC, 2016) deter-
mined that outdoor air pollution is carcinogenic to humans
and that the contaminated air particles are closely linked to
the increased incidence of cancer, especially lung cancer. A
relationship between outdoor air pollution and an increase
in urinary tract and bladder cancer has also been observed
(WHO, 2018). The Mexico City metropolitan area
(MCMA) is a complex urban area with approximately
22 million inhabitants, located within a valley of more than
3,500 km2 at an altitude of 2,200 m above sea level, and it
is surrounded by higher mountains. Due to the elevated
levels of air pollution observed during the 1990s, a series
of regulatory measures to reduce emissions have been
implemented. However, according to the annual inventory
reports of the MCMA Department of the Environment, in
2016 (SEDEMA, 2016), there were more than 5.5 million
registered vehicles in the MCMA: 93% used gasoline,
4.5% used diesel, and 0.5% used gas derivatives. Pollution
is aggravated because combustion processes are less effi-
cient at higher altitudes and because the region receives
intense solar radiation, which could facilitate photochemi-
cal reactions in the atmosphere (SMA-GDF, 2012). One of
the agents present in air pollution that has received more
attention in recent years is particulate matter (PM), which
is considered by IARC as a human carcinogen (IARC,
2016). PM refers to all compounds present in the atmo-
sphere that are not gases and are suspended in the air as
droplets, solid particles, or their mixtures (Stanek et al.,
2011). Airborne PM is a complex mixture of particles that
vary not only in size and morphology but also in their
chemical, physical, and biological composition. With
respect to the size of PM, an important fraction of PM is
referred to as PM10, composed of particles <10 μm. PM10
is generally subdivided into fine particles (<2.5 μm;
PM2.5) and ultrafine particles (<0.1 μm) that are both
included in PM10 (US EPA, 2004). Forty-three monitoring
stations monitor PM10, PM2.5, SO2, NO2, CO, and ozone
emissions in the MCMA in real time, generating an hourly
air quality index (www.aire.cdmx.gob.mx/www.sedema.
cdmx.gob.mx).

Although the hazards of air pollution may be less severe
than other harmful factors, its permanent and ubiquitous
presence make it an important factor to induce DNA dam-
age not only in adult and children but also in pregnant
women and the fetuses. Exposure to air pollution during
specific periods during pregnancy may affect the develop-
ment and maturation of a fetus since germ and fetal cells
have faster rates of replication, differentiation, and higher
sensitivity to surrounding signals. External factors that
interfere with this progress may result in impaired organ
function or increased susceptibility to disease in later life
(Kajekar, 2007; Proietti et al., 2013).

Previously published data described the in vitro and
in vivo effects of air pollution. However, there is limited
information about air pollution and its genotoxic effects on
newborns. Milosevic-Djordjevic et al. (2005) studied the
effects of the extensive environmental pollution caused by
air strikes on the “Zastava” complex, Serbia. They
observed high levels of micronuclei (MN) in newborns
born 12 months after the bombing, but they found no
noticeable effects in those born 18 months after the event.
Pedersen et al. (2009) determined the genotoxic effects of
air pollution using bulky DNA adducts and MN, finding an
increase in both parameters in cord blood after maternal
exposure to traffic-related air pollution in Copenhagen.
In this study, we investigated the association between

the presence of MN in lymphocyte cultures from maternal
and umbilical cord blood (UCB) samples and the levels of
PM2.5 and PM10 exposure, considering the place of resi-
dence of each participant within the MCMA.

MATERIALS ANDMETHODS

Chemicals

Histopaque 1077, RPMI-1640 medium, phytohemagglutinin-M (PHA),
cytochalasin B (Cyt B), L-glutamine, and nonessential amino acid solution
were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Methanol and glacial
acetic acid were obtained from J.T. Baker (Phillipsburg, NJ). The Hemaco-
lor staining kit was acquired from Merck (Kenilworth, NJ).

Study Population

Two hundred forty women in their last quarter of pregnancy were
invited to participate in this study. The objectives of the study were
explained to the volunteers who signed an informed consent form and
completed a questionnaire with information regarding their age, parity, res-
idence area, occupation, general health condition, medications, smoking
habits, and exposure to genotoxic agents, such as X-rays. Only 110 women
met the inclusion criteria. Exclusion criteria included living near gasoline
stations, paint and plastic factories or solvents, active smoking during
pregnancy, occupational exposure to PAHs, women with premature rup-
ture of membranes by an infectious process, and any illness during the last
3 months of pregnancy. This study considered the blood samples from
84 binomials mother–newborn whose lymphocytes cultures were success-
ful. The clinical and reproductive history, pesticide exposure, and smoking
status were evaluated with a structured questionnaire. The study protocol
was approved by the Ethics Committee of the Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma de México, and the Instituto
Mexicano del Seguro Social, Mexico City. After birth, blood samples were
collected immediately from each newborn umbilical cord, and from each
mother arm vein into tubes containing heparin.

CotinineDetermination

To discard active tabaquism in our cohorts, we perform a semiquantita-
tive test to determine the cotinine levels in urine using a One Step Cotin-
ine Test Device (Certum Diagnostics, USA), according to the
manufacturer’s protocol. Cotinine samples were deemed positive if the
cotinine concentration in the urine was >200 ng/mL. Cotinine-positive
individuals were excluded from the study.
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EnvironmentalMonitoring

The exposure for each volunteer was calculated from the Automatic
Atmospheric Monitoring Network (RAMA, for its Spanish initials).
According to the date of delivery, the average exposure levels of PM2.5
and PM10 of the last month of gestation were estimated. This information
was obtained from the 24-h real-time data from the monitoring stations
closest to the home of the volunteers.

Human Lymphocyte Cell Culture

White cells were isolated from approximately 3 mL of heparinized
blood using Ficoll gradient centrifugation. Approximately one million cells
were seeded into 5 mL of RPMI-1640 medium supplemented with fetal
bovine serum (10%), L-glutamine 200 mM (1%), and nonessential amino
acids (1%). Phytohemagglutinin B (PHA; 30 μg/mL) was added to induce
proliferation. The cells were incubated at 37!C. Cytochalasin B (6 μg/mL)
was added to the culture 44 h after the beginning of the incubation. At
72 h, the cell suspensions were fixed with cold methanol–acetic acid solu-
tion (3:1), and then the cells were centrifuged at 1,200 rpm for 10 min.
This process was repeated until a clean button was obtained. The cells
were carefully dropped onto precooled glass slides to avoid membrane
destruction. Dry slides were stained with Hemacolor dye for microscopic
evaluation. All slides were coded.

Cytostaticity

The lymphocyte proliferation kinetics was analyzed by the nuclear divi-
sion index (NDI) according to the method described by Eastmond and
Tucker (1989). The cells were scored (n = 200) to determine the frequency
of mononucleated (M), binucleated (BN), and polynucleated (P) cells, cor-
responding to 0, 1, and 2 or more in vitro cell divisions, respectively.
Cytostatic activity was determined by the following equation: NDI = [M +
2(BN) + 3(P)]/N, where N is the total number of cells scored.

Cytokinesis-BlockedMicronuclei AssayandCytome
Parameters

The cytokinesis-blocked micronuclei (CBMN) assay, a worldwide
validated method, was used to analyze the cytostatic and genotoxic effects.
Cytome evaluation was conducted according the criteria established by
Fenech et al. (2003) in human lymphocytes, including the parameters of
MN, nuclear budding (Bud), nucleoplasmic bridges (NPBs), and apoptotic
and necrotic cells. The slides were read at 100× magnification using an
optical microscope Olympus BH2. The MN, Bud, NPB, apoptotic and
necrotic cells were expressed as the relative frequency in 1,000 BN
counted cells.

Statistical Analysis

The mean, standard deviation, and percentages of subjects were used
for the description of the demographic characteristics of the studied popu-
lation. The median and interquartile range were estimated for biomarker
analysis. To investigate the associations between the levels of MN, mater-
nal age, and other cytome parameters and PM2.5 or PM10 concentrations,
we used Spearman’s correlation analyses. Finally, to investigate the influ-
ence of factors such as maternal age and occupation in MN frequency,
multiple regression analysis was performed. Logarithmic transformations
were used for maternal and fetal MN frequencies to correct for normality.
To explore the effect of seasons on MN frequency, we performed a
Mann–Whitney test. In all statistical tests, P < 0.05 was considered signifi-
cant. Statistical analysis was conducted using GraphPad Prism 7.0 and
SigmaPlot 12.5.

RESULTS

General Demographics of the Study Population

This study was focused on determining the genotoxic
effects of air pollution in newborns. Table I shows the
demographic characteristics of the study population. From
240 pregnant women invited to participate, 110 met the
requirements and were enrolled in the study. Maternal and
UCB samples were obtained at the time of birth and were
transported to a laboratory for processing. Eighty-four
maternal–UCB sample pairs were completed, which were
used for the development of this study. The average age of
the mothers was of 27.34 " 5.45 years. The average gesta-
tional age was 39.16 " 1.22 weeks, indicating the fetus was
at term. The neonate sex was similar for males and females
(n = 44 and n = 38, respectively), with normal birth weight
(3,188 " 398.4 g) and birth length (50.40 " 1.74 cm).
Forty-seven percent reported having worked during preg-
nancy, and a similar percentage stayed at home. Approxi-
mately 17% of the volunteers reported smoking before the
beginning of pregnancy. Mothers whose cotinine urine
values were higher than 200 ng/mL were excluded.

Micronuclei FrequencyandCytomeParameters

The CBMN assay was used because it allows the detec-
tion of chromosomal breaks or whole chromosomes, which
usually result in permanent damage to the cell. Addition-
ally, other types of DNA damage were analyzed (Buds,
NPB) and apoptosis and necrosis. Descriptive data of the
MN frequency and cytome parameters evaluated in this

TABLE I. Demographic Characteristics of the Study Population

Number of volunteers that complied with inclusion criteria

Binomials completed 84
Neonate gestational age
(weeks; mean " SD) 39.16 " 1.22

Neonate sex n (%)
Male 44 (52.39)
Female 38 (45.23)
Missing data 2 (2.38)

Birth weight (g; mean " SD) 3188 " 398.4
Birth length (cm; mean " SD) 50.40 " 1.74
Maternal age (years; mean " SD) 27.34 " 5.45
Maternal occupation/exposure n (%)
Housewife 40 (47.62)
Employed 40 (47.62)
Occupational exposure to PAHs 0 (0)
Non reported 4 (4.76)

Smoking prior to pregnancy n (%)
Yes 15 (17.86)
No 66 (78.57)
Non reported 3 (3.57)

Particulate matter exposure (μg/m3; median " IQR)
PM2.5 23 (16.69, 26.55)
PM10 42.27 (31.87, 55.76)

SD = standard deviation; IQR = interquartile range.
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study showed differences between mothers and newborns
(Table II). The levels of MN found in fetal lymphocytes
were higher (range 0–9; Table IIA) that those observed in a
previous study in newborns (range 0–2) (Levario-Carrillo
et al., 2005). Regarding to the cytome parameters evaluated
in this study, particularly, no NPBs were observed. Interest-
ingly, the cord blood cultures had lower percentages of
binucleated cells than their mothers. A significant correla-
tion between the levels of MN in maternal and UCB sam-
ples were found (ρ = 0.3767, P = 0.0002; Table IIB). A
statistically significant increase in the MN frequency of the
mothers was observed as the maternal age was increased
(ρ = 0.3353, P = 0.0004). Evidence has demonstrated the
association of age on the accumulation of MN in human
lymphocytes (Fenech and Morley, 1985; Peace and Succop,
1999). However, no statistically significant correlation was
found between the maternal age and MN frequency in cord
blood (Table IIB). An association analyses between MN fre-
quencies and cytome parameters were tested against the corre-
sponding average particle levels during the last month of
gestation, both in mothers and newborns (Table IIC). Higher
levels of exposure to PM2.5 were associated with higher levels
of MN in both mothers and newborns (ρ = 0.2119,

P = 0.0265 and ρ = 0.1826, P = 0.0482, respectively). A
similar positive association was observed between the MN fre-
quencies in UCB with PM10 exposure during the last month
(ρ = 0.1908, P = 0.0411) and marginal association in mothers
(ρ = 0.1797, P = 0.0510). These results suggest that maternal
exposure to PM induces genotoxic damage in newborns.
Exposure to PM was not associated to significant changes in
maternal or fetal cell proliferation as measured with the pres-
ence of binucleated cells. However, in UCB marginal negative
correlations were observed between the percentage of binucle-
ated cells and PM levels (ρ = −0.1591, P = 0.0742;
ρ = −0.1791, P = 0.0515; Table IIC) for PM2.5 and PM10,
respectively. This tendency could indicate that the cell prolifer-
ation of newborns is affected by maternal exposure to
PM. Additionally, a significant increase in the number of apo-
ptotic cells in cord blood was observed to be associated with
PM2.5 (ρ = 0.204, P = 0.0313; Table IIC).

Effect of PMon theMNFrequencyAdjusted byMaternal
Age andOccupation

Multiple regression analyses were conducted separately for
each PM size because of the collinearity of the PM

TABLE II. Biomarkers Levels of the Study Population and Spearman’s Correlations Between PM Exposure

A. Biomarker levels between maternal blood and UCB (median ! IQR)

Micronuclei frequency
(Min.–Max. values) % Binucleated cells Buds Apoptotic cells Necrotic cells

Maternal blood 5 ! (3–6.75) (1–14) 48 ! (34.5–56.38) 20.5 ! (14–30.5) 10 ! (4–13.75) 14.5 ! (2.25–29.75)
UCB 1.5 ! (0.25–2.75) (0–9) 37.75 ! (19.63–50) 22.5 ! (12–37.75) 11.5 ! (5.25–20.5) 9 ! (4–19)

B. Maternal age influence (ρ coefficient [95% CI]; P-value)

Maternal micronuclei vs. UCB micronuclei frequency 0.3767 [0.170, 0.551] P = 0.0002
Maternal age vs. maternal micronuclei frequency 0.3499 [0.137, 0.531] P = 0.0006
Maternal age vs. UCB micronuclei frequency −0.0258 [−0.195, 0.245] P = 0.4078

C. PM2.5 and PM10 concentration during the last month of pregnancy (ρ coefficient [95% CI]; P-value)

Biomarkers

Last month exposure
Micronuclei
frequency % Binucleated cells Buds Apoptotic cells Necrotic cells

PM2.5 Maternal
Blood

0.2119
[−0.009, 0.413]
P = 0.0265

−0.0230
[−0.242, 0.198]
P = 0.4176

0.0559
[−0.166, 0.273]
P = 0.3067

0.0870
[−0.136, 0.301]
P = 0.2155

−0.0559
[−0.273, 0.166]
P = 0.3068

UCB 0.1826
[−0.039, 0.387]
P = 0.0482

−0.1591
[−0.366, 0.063]
P = 0.0742

−0.0210
[−0.240, 0.200]
P = 0.4247

0.204
[−0.017, 0.406]
P = 0.0313

−0.1266
[−0.337, 0.096]
P = 0.1257

PM10 Maternal
Blood

0.1797
[−0.042, 0.384]
P = 0.0510a

−0.0580
[−0.275, 0.164]
P = 0.2999

0.0258
[−0.195, 0.245]
P = 0.4078

0.0421
[−0.180, 0.260]
P = 0.3518

−0.0881
[−0.303, 0.134]
P = 0.2100

UCB 0.1908
[−0.031, 0.394]
P = 0.0411

−0.1791
[−0.384, 0.043]
P = 0.0515a

−0.0118
[−0.231, 0.209]
P = 0.4575

0.1074
[−0.115, 0.320]
P = 0.1653

−0.1165
[−0.328, 0.106]
P = 0.1456

Significant results in bold.
aMarginal significant results.
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concentrations. Parameters considered in these analyses
included the frequency of maternal and cord blood MN,
exposure to PM10 or PM2.5, maternal age, and maternal occu-
pation. Only PM2.5 exposure explained the increase in the
UCB MN frequencies (β = 0.00937, P = 0.050; Table III).
For PM10, neither variable was associated with the levels of
UCB MN (Table III). According to the results, the increase
in MN in mothers was associated with the maternal age con-
sidering both PM sizes, but the exposure to PM2.5 was mar-
ginally associated with higher levels of MN in mothers
(β = 0.0141, P = 0.005; Table III). Similarly, there was no
association between PM10 and the MN frequency in UCB,
but the PM2.5 exposure during the last month of gestation is
the variable that explains the increase in the MN frequency
in UCB, without being affected by the maternal age or
occupational activity of the mother. It was documented that,
during the rainy season (Garcia-Suastegui et al., 2011),

environmental contaminants are reduced. Here, we observed
a statistically significant increase in the MN frequency in
both maternal blood and UCB in samples obtained during
the dry season (November to May) compared with the MN
frequency determined when samples were obtained during
the rainy season (June to October; Fig. 1).

DISCUSSION

The results from this study support the hypothesis that air
pollution can cross the placenta, causing DNA damage in
fetal cells. In our study, all the volunteers lived in locations
where the levels of PM2.5 during the whole gestation period
(data not shown) and during the last month of pregnancy
were higher than the annual average levels recommended by
WHO (2013). This observation is important because the
strongest associations between DNA damage and exposure
were observed with the PM2.5 levels reported by the moni-
toring stations during the last month of pregnancy. The
WHO and other reports have highlighted the potential health
effects of the fine aerodynamic fraction PM2.5 that pene-
trates more deeply into tissues (Dockery and Pope, 1994;
Brunekreef and Holgate, 2002; IARC, 2016). The CBMN
assay allows the detection of clastogenic and aneugenic
effects originated by exposure to xenobiotics. These may be
associated with alterations in the cell cycle and DNA repair
systems, as well as with deficiencies in essential nutrients,
such as co-factors in DNA metabolism and the chromosome
segregation apparatus, which are related to MN increase
(Bonassi et al., 2007). The analysis of the MN frequency in
lymphocytes allows a noninvasive way to detect human
DNA damage and, in this case, in cord blood. It is a model
that reflects what could be occurring in other cell types. The
presence of genotoxic agents such as metals and polycyclic
aromatic hydrocarbons have been determined in the PM of

TABLE III. Multiple Regression Analysis Between the Levels of
Log-Transformed Micronuclei Frequency in Umbilical Cord
and Maternal Blood vs. PM2.5, PM10 Emissions, Maternal
Age, and Occupation

PM2.5 analysis

UCB micronuclei
frequency

Maternal micronuclei
frequency

Variables Coefficient β P-value Coefficient β P-value

PM2.5 exposure 0.00937 0.050 0.00708 0.076
Maternal age −0.00370 0.523 0.0141 0.005
Maternal occupation 0.0510 0.421 −0.0443 0.402

PM10 analysis
PM10 exposure 0.00370 0.125 0.00195 0.334
Maternal age −0.00389 0.510 0.0143 0.005
Maternal occupation 0.0672 0.287 −0.0307 0.562

Significant values in bold.

Fig. 1. MN frequency induction according the dry season (November to May) or rainy season (June to October) in
population exposed to air pollution in MCMA. Mothers (a) and umbilical cord blood, UCB (b). Data were analyzed by a
Mann–Whitney U test. Statistical differences were found in mothers (P = 0.0423) and UCB (P = 0.0152).
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MCMA (Garcia-Suastegui et al., 2011; Salcido-Neyoy et al.,
2015). Fine PM such as PM2.5 can penetrate tissues and
cells (WHO, 2013). In this study, we observed that PM2.5
concentrations were associated with a marginal decrease in
the cell proliferation of newborns. This fact is important
because these newborns could be more susceptible to DNA
damage by exposure to some other toxicants. A decrease in
cell proliferation in newborns could cause a lack of matura-
tion of some organs with possible later consequences. The
germ and fetal cells are especially susceptible compared with
mature cells: they have faster rates of replication, faster dif-
ferentiation, and higher sensitivity to surrounding signals,
due to the developmental processes. External factors that
interfere with this progress may result in impaired organ
function or increased susceptibility to disease in later life
(Kajekar, 2007). A statistically significant association
(ρ = 0.3767; p = 0.0002) was found between the MN fre-
quency of mothers and their newborns. Also, MN frequen-
cies in maternal and UCB lymphocytes were significantly
associated with the levels of PM2.5 during the last month of
gestation (Table IIC) These fine particles could probably
cross the placental barrier and generate DNA damage in cord
blood, as confirmed by the multiple regression analysis
where the strongest association was observed between
PM2.5 exposure and MN frequency in UCB (Table III).
This observation suggests that fetal cells are more suscepti-
ble to fine particle effects than the maternal lymphocytes.

One explanation may be that the passage of ultrafine par-
ticles from the bloodstream through the placenta depends
primarily on the stage of pregnancy. As pregnancy pro-
gresses, the placental barrier becomes thinner, blood perfu-
sion improves from both sides and the exchange of
nutrients and other elements increases (Enders and Blan-
kenship, 1999). We analyzed exposure to PM during the
last month of pregnancy when the passage of ultrafine par-
ticles might cross the placental barrier more easily. In that
respect, Wick et al. (2010) investigated the placental pas-
sage of nanoparticles using an ex vivo human placental per-
fusion model and fluorescently labeled polystyrene
(PS) beads. They showed that PS beads up to a diameter of
240 nm could cross the placental barrier with likely trans-
port routes of passive diffusion and clathrin- or caveolin-
mediated endocytosis. Milosevic-Djordjevic et al. (2005)
mentioned that exposure to environmental pollutants in
utero affects the genetic constitution of fetal body cells and
that, right after birth, newborns have a low MN frequency;
however, when the fetus is exposed to environmental geno-
toxic in utero, their frequency increases. Additional evi-
dence was obtained when we compared the MN
frequencies observed in cord blood lymphocytes from
births that occurred during the rainy season with those
obtained during the dry season, suggesting that increased
air pollution is associated with the higher DNA damage
observed. The impact of nonrepairable DNA damage repre-
sented by the presence of MN may include an increased

risk for immune effects (Latzin et al., 2011; Sly, 2011),
such as allergies (Kim and Bernstein, 2009), asthma, or
cardiac and pulmonary (Proietti et al., 2013) diseases, leu-
kemia (Carlos-Wallace et al., 2016; Janitz et al., 2016), and
cancer (Lavigne et al., 2017) in later years. Although the
government is taking measures to reduce air pollution, nev-
ertheless newborns are still at risk.

AUTHORCONTRIBUTIONS

POW, MGVM, and MEG designed the study and
applied for Research Ethics Board approval, RRM, JHLP,
and ANH recruited the patients and collected the data.
MSC, JAMR, and AMS performed the lymphocyte cultures
and MN assays, collected the air pollution data, analyzed
the data, and prepared draft figures and tables. MSC and
JAMR prepared the manuscript draft with important intel-
lectual input from POW, AMS, and MEG. All authors
approved the final manuscript.

ACKNOWLEDGMENTS

This work was funded by the following grants: PAPIIT
IN208914, CONACYT 219887, Programa Institucional
Salud y Ambiente del Instituto de Investigaciones Biomédi-
cas (UNAM), Fundación Miguel Alemán y Red SAI CON-
ACYT 293450. For this work, Jorge Alfonso Maciel Ruiz, a
doctoral student from Programa de Doctorado en Ciencias
Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma de México
(UNAM), received fellowship 330134 from CONACYT.

DECLARATIONSOF INTEREST

None.

REFERENCES

Bonassi S, Znaor A, Ceppi M, Lando C, Chang WP, Holland N, Kirsch-
Volders M, Zeiger E, Ban S, Barale R, Bigatti MP, Bolognesi C,
Cebulska-Wasilewska A, Fabianova E, Fucic A, Hagmar L,
Joksic G, Martelli A, Migliore L, Mirkova E, Scarfi MR, Zijno A,
Norppa H, Fenech M. 2007. An increased micronucleus frequency
in peripheral blood lymphocytes predicts the risk of cancer in
humans. Carcinogenesis 28:625–631.

Brunekreef B, Holgate ST. 2002. Air pollution and health. Lancet 360:
1233–1242.

Carlos-Wallace FM, Zhang L, Smith MT, Rader G, Steinmaus C. 2016.
Parental, in utero, and early-life exposure to benzene and the risk
of childhood leukemia: A meta-analysis. Am J Epidemiol
183:1–14.

Dockery DW, Pope CA. 1994. Acute respiratory effects of particulate air
pollution. Annu Rev Public Health 15:107–132.

Eastmond DA, Tucker JD. 1989. Identification of aneuploidy-inducing
agents using cytokinesis-blocked human limphocytes and antikine-
tochore antibody. Environ Mol Mutagen 13:34–43.

Environmental and Molecular Mutagenesis. DOI 10.1002/em

6 Sordo et al.



 127 

 

Enders AC, Blankenship TN. 1999. Comparative placental structure. Adv
Drug Deliv Rev 38:3–15.

Fenech M, Morley AA. 1985. Measurement of micronuclei in lympho-
cytes. Mutat Res 147:29–36.

Fenech M, Chang WP, Kirsch-Volders M, Holland N, Bonassi S,
Zeiger E, HUman MicronNucleus project. 2003. HUMN project:
Detailed description of the scoring criteria for the cytokinesis-block
micronucleus assay using isolated human lymphocyte cultures.
Mutat Res 534:65–75.

Garcia-Suastegui WA, Huerta-Chagoya A, Carrasco-Colin KL, Pratt MM,
John K, Petrosyan P, Rubio J, Poirier MC, Gonsebatt ME. 2011.
Seasonal variations in the levels of PAH-DNA adducts in young
adults living in Mexico City. Mutagenesis 26:385–391.

International Agency for Research on Cancer (IARC). 2016. Outdoor Air
Pollution, Vol. 109. Lyon, France: IARC, WHO.

Janitz AE, Campbell JE, Magzamen S, Pate A, Stoner JA, Peck JD. 2016.
Traffic-related air pollution and childhood acute leukemia in Okla-
homa. Environ Res 148:102–111.

Kajekar R. 2007. Environmental factors and developmental outcomes in
the lung. Pharmacol Ther 114:129–145.

Kim H, Bernstein JA. 2009. Air pollution and allergic disease. Curr
Allergy Asthma Rep 9:128–133.

Latzin P, Frey U, Armann J, Kieninger E, Fuchs O, Röösli M, Schaub B.
2011. Exposure to moderate air pollution during late pregnancy
and cord blood cytokine secretion in healthy neonates. PLoS One
6(8):e23130.

Lavigne É, Bélair MA, Do MT, Stieb DM, Hystad P, van Donkelaar A,
Martin RV, Crouse DL, Crighton E, Chen H, JR1 B, Burnett RT,
Weichenthal S, Villeneuve PJ, To T, Cakmak S, Johnson M,
Yasseen AS 3rd, Johnson KC, Ofner M, Xie L, Walker M. 2017.
Maternal exposure to ambient air pollution and risk of early childhood
cancers: A population-based study in Ontario, Canada. Environ Int
100:139–147.

Levario-Carrillo M, Sordo M, Rocha F, González-Horta C, Amato D,
Ostrosky-Wegman P. 2005. Micronucleus frequency in human
umbilical cord lymphocytes. Mutat Res 586:68–75.

Milosevic-Djordjevic O, Grujicic D, Arsenijevic S, Marinkovic D. 2005.
Monitoring of lymphocyte micronuclei among newborns from Kra-
gujevac in Central Serbia before and after environmental contami-
nation. Tohoku J Exp Med 205:1–9.

Peace BE, Succop P. 1999. Spontaneous micronucleus frequency and age:
What are normal values? Mutat Res 425:225–230.

Pedersen M, Wichmann J, Autrup H, Dang DA, Decordier I, Hvidberg M,
Bossi R, Jakobsen J, Loft S, Knudsen LE. 2009. Increased

micronuclei and bulky DNA adducts in cord blood after maternal
exposures to traffic-related air pollution. Environ Res 109:
1012–1020.

Proietti E, Röösli M, Frey U, Latzin P. 2013. Air pollution during preg-
nancy and neonatal outcome: A review. J Aerosol Med Pulm Drug
Deliv 26:9–23.

Sly PD. 2011. The early origins of asthma: Who is really at risk? Curr
Opin Allergy Clin Immunol 11:24–28.

Salcido-Neyoy ME, Sanchez-Perez Y, Osornio-Vargas AR,
Gonsebatt ME, Melendez-Zajgla J, Morales-Barcenas R,
Petrosyan P, Molina-Servin ED, Vega E, Manzano-Leon N,
García-Cuéllar CM. 2015. Induction of c-Jun by air particulate
matter (PM10) of Mexico city: Participation of polycyclic aromatic
hydrocarbons. Environ Pollut 203:175–182.

Secretaría del Medio Ambiente, Gobierno del Distrito Federal (SMA-GDF).
2012. http://www.aire.cdmx.gob.mx/descargas/publicaciones/flipping
book/inventarioemisioneszmvm2012/inventario-emisioneszmvm2012.
pdf.

Secretaría del Medio Ambiente de la Ciudad de México (SEDEMA).
2016. Inventario de Residuos Sólidos. https://www.sedema.cdmx.
gob.mx/storage/app/media/IRS-2016.pdf.

Stanek LW,Brown JS, Stanek J, Gift J, Costa DL. 2011. Air pollution toxicology:
A brief review of the role of the science in shaping the current understand-
ing of air pollution health risks. Toxicol Sci 120(Suppl 1):S8–S27.

Wick P, Malek A, Manser P, Meili D, Maeder-Althaus X, Diener L,
Diener PA, Zisch A, Krug HF, von Mandach U. 2010. Barrier
capacity of human placenta for nanosized materials. Environ
Health Perspect 118:432–436.

US EPA. 2004. Air Quality Criteria for Particulate Matter, Vol. I–II.
Washington, DC: US Environmental Protection Agency. EPA
600/P-99/002aF-bF.

World Health Organization (WHO). Regional Office for Europe. 2013.
Review of evidence on health aspects of air pollution—REVI-
HAAP. First results. http://www.euro.who.int/en/health-topics/
environment-and-health/air-quality/publications/2013/review-of-
evidence-on-health-aspects-of-air-pollution-revihaap-project-final-
technical-report.

World Health Organization (WHO). 2016. http://www.who.int/airpollution/en/.
World Health Organization (WHO). 2018. Ambient (outdoor) air quality

and health. http://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/-
ambient-(outdoor)-air-quality-and-health.

Accepted by—
O. Olivero

Environmental and Molecular Mutagenesis. DOI 10.1002/em

7Particulate Matter-AssociatedMicronuclei



 128 

11.1 Artículos adicionales publicados durante los estudios de posgrado

Review Article

Exposure to ambient particulate matter
induces oxidative stress in lung and
aorta in a size- and time-dependent
manner in rats

OG Aztatzi-Aguilar1,2, A Valdés-Arzate3, Y Debray-Garcı́a3,
ES Calderón-Aranda3, M Uribe-Ramirez3, L Acosta-Saavedra3,
ME Gonsebatt4, JA Maciel-Ruiz4, P Petrosyan4, V Mugica-Alvarez5,
MC Gutiérrez-Ruiz6, LE Gómez-Quiroz6, A Osornio-Vargas7 ,
J Froines8, MT Kleinman9, and A De Vizcaya-Ruiz3

Abstract
Exposure to particulate matter (PM) has been implicated in oxidative stress (OxS) and inflammation as underlying
mechanisms of lung damage and cardiovascular alterations. PM is a chemical mixture that can be subdivided according to
their aerodynamic size into coarse (CP), fine (FP), and ultrafine (UFP) particulates. We investigated, in a rat model, the
induction of OxS (protein oxidation and antioxidant response), carcinogen-DNA adduct formation, and inflammatory
mediators in lung in response to different airborne particulate fractions, CP, FP, and UFP, after an acute and subchronic
exposure. In addition, OxS was evaluated in the aorta to assess the effects beyond the lungs. Exposure to CP, FP, and UFP
induced time- and size-dependent lung protein oxidation and DNA adduct formation. After acute and subchronic
exposure, nuclear factor erythroid-2 (Nrf2) activation was observed in the lung, by electrophoretic mobility shift assay,
and the induction of mRNA antioxidant enzymes in the FP and UFP groups, but not in the CP. Cytokine concentration of
interleukin 1!, interleukin 6, and macrophage inflammatory protein-2 was significantly increased in bronchoalveolar lavage
fluid after acute exposure to FP and UFP. Activation of Nrf2 and expression of mRNA antioxidant enzymes were observed
only after the subchronic exposure to FP and UFP in the aorta. Our results indicate that FP and UFP were mainly
accountable for the oxidant toxic effects in the lung; OxS is spread from the lung to the cardiovascular system. We
conclude that the biological mechanisms associated with transient OxS and inflammation are particle size and time-
dependent exposure resulting in acute lung injury, which later reaches the vascular system.
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4Departamento de Medicina Genómica y Toxicologı́a Ambiental, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma de México,
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Background

Atmospheric pollution is a worldwide public health con-
cern; continuous exposure to high levels of particulate
matter (PM) in ambient air has been associated with
increased respiratory and cardiovascular adverse health
effects.1 The consequences of PM exposure on human
health are suggested to depend on the particles’ aerody-
namic size and chemical composition. PM is a polydis-
perse, dynamically mixed conglomerate of chemicals in
solid or liquid form, and is made up of complex aggre-
gates of inorganic material (e.g. oxides of transition
metals), salts (e.g. ammonium nitrate and sulfates),
organic material (e.g. carbonaceous material and polycyc-
lic aromatic hydrocarbons (PAHs)), and aerobiological
material (e.g. endotoxin, pollen, proteins) with a carbo-
naceous core. PM can be subdivided into three main aero-
dynamic fraction size (diameter particle, dp), coarse (CP,
dp 10 to !2.5 mm), fine (FP, dp " 2.5 mm), and ultrafine
(UFP, dp " 0.1 mm) particulates, because the sources of
CP, FP, and UFP are different and possess different phy-
sicochemical properties that can influence adverse health
effects following exposure.2,3

In addition, the aerodynamic size dictates where PM
can deposit along the respiratory tract. CP deposits effec-
tively in the nasopharyngeal region, while FP and UFP are
able to penetrate into the gas exchange region interacting
with the alveolar epithelium, and UFP can translocate to
systemic circulation after depositing along all airways,
particularly from the alveolar sacs and olfactory epithe-
lium.4 Coarse particles are particles that are predomi-
nantly mechanically generated from natural sources,
including geological material, suspended soil, brake and
tire wear, resuspended road dust, and biological material
from pollen and bacteria. FP and UFP production is dom-
inated by anthropogenic combustion-related emissions
and products of gas to particle conversion in the
atmosphere.

Metal and organic particulate components elicit the
formation of reactive oxygen species (ROS) with subse-
quent potential induction of oxidative stress (OxS). More-
over, PM can stimulate secondary ROS generated as part
of an inflammatory response.5–7 These prooxidant factors
can change the cellular redox state, and various transcrip-
tion factors, such as the nuclear factor erythroid-2 (Nrf2),
which are activated to remove and neutralize ROS and
mitigate their harmful effects.8 The essential protective
role of Nrf2 in the lung is activated in circumstances
against oxidative environmental pollutants, therapeutic

agents, allergens, and pathogens.9–11 Nrf2 controls the
transcription of cytoprotective genes by recognizing the
DNA cis-regulatory element, the antioxidant response ele-
ment (ARE), in specific gene promoters of antioxidant and
detoxifying enzymes.6,11 Among these genes, glutathione
S-transferase (GST), heme oxygenase 1 (HO-1), and super-
oxide dismutase 2 (SOD2) are known to be involved in a
survival response that counteracts OxS, thereby protecting
cells from adverse biological outcomes.12,13

Nevertheless, when the protective response fails or is
overwhelmed by excessive ROS production, a pro-
inflammatory condition can result with various cytotoxic
effects.14 Nrf2 response is mediated by a redox sensitive
thiol(ate), and NF-!B transcription factor, which is
responsible for the expression of pro- and anti-
inflammatory cytokines, chemokines, and adhesion
molecules that can have local and systemic effects. PM
inhalation can lead to the expression of several biological
mediators that may be involved in particulate-induced
inflammatory processes, which can impact not only the
lung, but also other organs, either directly induced by PM
or as a secondary effect.15

As previously mentioned, in addition to the local pul-
monary damage that is induced by PM exposure when OxS
and inflammation are activated, secondary systemic effects
that alter the translocation of PM or PM-induced mediators
from the alveoli into circulation have been hypothesized to
cause direct toxic cardiovascular effects. PM exposure aug-
ments the development and progression of atherosclerosis
by exerting detrimental effects on clotting, vascular tissue,
and myocardium through the same cellular and molecular
mechanisms of OxS and inflammation observed in PM-
related lung toxicity.16

Furthermore, the inflammatory and OxS responses
have been associated with the induction of DNA damage
in lung tissue.17 A large number of chemicals present on
the different fractions of PM, especially traffic-related
particulates, have genotoxic or mutagenic activities,
which can result in DNA adduct formation.18 The
organic compounds and metals found on PM induce
DNA adducts, which is related to not only the particle’s
chemical composition but also to the accompanying OxS
and inflammation induced by the different particulate
components.

It is possible that exposure to FP and UFP can be more
hazardous to human health than exposure to CP.19 UFP
may have a greater potential to induce OxS than do FP and
CP.4,20,21 More attention has been paid to UFP toxicity
because they are emitted mainly by combustion sources
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and contain a higher content of redox-cycling organic che-
micals than do CP and FP. Ultrafine particles can be depos-
ited deep in the lungs or even translocate to the systemic
circulation, inducing cardiovascular injury and impairing
endothelium or cardiac muscle.5,14,21

Although CP and FP could be less toxic than UFP and
epidemiological studies have shown that these particles are
significantly associated with adverse health effects such as
cardiopulmonary mortality and morbidity, they represent
nearly all the mass of ambient PM. While it can be shown
in the laboratory that the differences among particulate
fractions determine the extent of biological responses such
as OxS, inflammation, and DNA damage, it has not been
possible to convincingly demonstrate this in population-
based health studies. Part of the problem is that PM is
extremely variable with respect to its spatial and temporal
distribution. Consequently, there are few, if any, exposure
metrics that can be used to carry out population-based
health outcomes studies of UFP exposures. Nevertheless,
it is important to understand the mechanisms by which CP,
FP, and UFP cause adverse effects.

Therefore, in the present study, we used a particle con-
centrator system to simultaneously expose rodents to puri-
fied air, and different chemically sized aerosols: CP, FP, and
UFP.22 We investigated the effects of acute (3 days) and
subchronic (8 weeks) exposures on OxS potential, induction
of inflammatory cytokines, and DNA damage as a result of
the presence of DNA adducts in lung tissue. Additionally,
we measured the OxS responses induced by the inhalation of
the different PM fractions, in their initial target tissue, the
lung, and in the aorta, to compare the oxidative effects of PM
for extrapulmonary target tissues. We measured protein oxi-
dation and DNA adduct formation in the lung as biomarkers
of lung damage. We assessed the Nrf2 recognition signals of
the ARE sense sequence, the expression of antioxidant HO-
1, SOD2, and GST genes as responders to OxS, and TNF-!,
IL-1", IL-6, and MIP-2 cytokines in bronchoalveolar lavage
fluid (BALF) as indicators of inflammation. Additionally, to
establish whether PM fraction exposure affects the vascula-
ture, we evaluated the Nrf2 ARE activation and binding
activity and the gene expression of antioxidant HO-1, SOD2,
and GST in the aorta as a representative of a late onset
systemic vasculature effect.

Methods

Experimental groups and exposure

Animal care and use were carried out according to the
“Principles of Laboratory Animal Care” (NIH, USA) and
Mexican guidelines (NOM-062-ZOO-1999). Animal han-
dling and exposure was described in protocol ID 363-06,
approved by the Internal Institutional Committee for the
Use and Care of Laboratory Animals (Comité Interno para
el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio). Healthy
6-week-old male Sprague-Dawley rats (300–350 g at the

end of the exposure of each group), n¼ 6 (per group), were
obtained from Harlan Sprague-Dawley, Inc. (Mexico City,
Mexico). During the whole of the experimental period,
animals were maintained in a freestanding clean room with
a changing station docking port (bioBubble, Fort Collins,
Colorado, USA). The rats were provided with ultrafiltered
water and food ad libitum and maintained in a light: dark
photoperiod of 12:12 h. Size-segregated exposure aerosols
were provided using a versatile aerosol concentration sys-
tem. The system was designed to support in vivo toxicity
studies when coupled to exposure chambers.19,20 These
groups were simultaneously exposed in whole body cham-
bers to enriched concentrated particulate atmospheres con-
taining CP, FP, and UFP. Control group animals were
exposed to filtered air (FA). Animals were exposed for
5 h/day for 3 days (acute exposure) and 5 h/day, 4 days/
week for 8 weeks (subchronic exposure). Animals were
euthanized by intraperitoneal injection of sodium pentobar-
bital (60 mg/kg). At necropsy, each animal trachea was
cannulated to obtain BALF; four lavages per animal were
performed with an isotonic saline solution and were later
pooled and centrifuged at 1000 r/min. Supernatant and cell
pellets were stored at "80#C until analyses. After BALF
procedure, the thorax was opened, and lung and aorta were
removed, snap frozen in liquid nitrogen, and stored at
"80#C for further analysis.

PM concentration measurement and chemical
composition determination

CP and FP concentrations in the whole body chambers
were determined gravimetrically using 37-mm Teflon
filters (PTFE 2-mm pore, Gelman Science, Ann Arbor,
Michigan, USA) sampled from the PM and ambient air and
chambers to estimate particle exposures. These data and the
chemical composition of PM10 and PM2.5 have been previ-
ously reported.23

Protein oxidation

Oxidative modification of proteins generates protein carbo-
nyl groups, which can be used as an index of oxidation status
of all proteins. Carbonyl groups were immunodetected using
an OxiBlot Protein Oxidative Detection Kit S7150 (Che-
micon International from Merck-Millipore, Darmstadt, Ger-
many), according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, 20 mg of lung lysates were derivatized with 2,4-
dinitrophenyl hydrazine (DNPH) solution at room tempera-
ture (RT) for 15 min before stopping the reaction by adding a
neutralizing solution. The DNPH-tagged proteins were then
subjected to sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), transferred onto polyvinyli-
dene difluoride (PVDF) membranes and subsequently
blotted with an anti-dinitrophenyl group (DNP) antibody
for detection. The protein-antibody complex signal was
visualized using enhanced chemiluminescence (ECL)
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Western blotting detection reagents (GE Healthcare, Buck-
inghamshire, UK). The bands were visualized by exposure
to X-ray film and photo-documented (UVP EC3 imaging
system, UVP Inc., USA).

DNA isolation and 32P-postlabeling analysis of
carcinogen-DNA adducts

Lungs were frozen in liquid nitrogen, pulverized, and resus-
pended in a solution of 20 mM Tris hydrochloride (HCl),
pH 8.0, 250 mM sodium chloride (NaCl), 100 mM ethyle-
nediaminetetraacetic acid (EDTA), and 0.5% SDS (Sigma-
Aldrich, St Louis, Missouri, USA). Suspensions were
RNase and proteinase K treated, and DNA was isolated
by phenol–chloroform extraction. The DNA concentration
was determined spectrophotometrically at 260 nm. DNA
adducts were analyzed by the nuclease P1 enrichment ver-
sion of the 32P-postlabeling assay according to the protocol
by Phillips and Arlt (2007),24 a method that is reported to
be broadly applicable to a range of adducts that have gen-
eral characteristics of being bulky, aromatic, or hydropho-
bic, similar to those formed by PAHs or aromatic amines.
The labeled carcinogen-DNA adducts were separated by
thin layer chromatography on PEI-cellulose plates
(Macherey-Nagel, Düren, Germany) using the following
solvents: D1, 1M sodium phosphate, pH 6.0; D2, 3.6M
lithium formate, 8.5M urea, pH 3.5; and D3, 0.8M lithium
chloride, 0.5M Tris, 8.5M urea, pH 8.0. The plates were
autoradiographed and the diagonal radioactive zone was
cut out for Cerenkov counting. The results were expressed
as DNA adducts/108 nucleotides.

Lung and aorta tissue cytoplasmic and nuclear protein
extraction

Cytoplasmic protein extracts were prepared from lungs by
lysing tissues with Igepal CA-630 (0.58%) in 10 mM Hepes
pH 7.9, containing 10 mM potassium chloride, 0.1 mM
EDTA, 0.1 mM ethylene glycol-bis(!-aminoethyl ether)-
N,N,N0,N0-tetraacetic acid (EGTA), 1 mM dithiothreitol
(DTT), and 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)
(Sigma-Aldrich), and centrifuging at 13,000! g for 15 min
at 4"C. The supernatants were stored at #80"C for further
analysis. Pelleted nuclei were resuspended in 20 mM Hepes
pH 7.9, containing 0.4 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 1 mM DTT, and 1 mM PMSF (Sigma-Aldrich),
after mixing continuously for 15 min at 4"C, the samples
were centrifuged at 13,000 ! g at 4"C for 5 min. Nuclear
protein fractions were recovered and stored at #80"C for
further analysis.

Cytoplasmic Nrf2 analysis by Western blot

Cytoplasmic proteins were obtained from the supernatants
during the nuclear extraction procedure extraction. Cytosolic
protein (60 mg) was denatured, fractionated by 10% SDS-

PAGE, and transferred onto PVDF membranes (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA). After blocking nonspecific anti-
body binding, the membranes were blotted with an anti-Nrf2
antibody (sc-722; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
California, USA) and anti-! actin (sc-47778; Santa Cruz
Biotechnology) in phosphate buffered saline (PBS) contain-
ing 0.1% Tween 20 (PBS-T). The protein-antibody com-
plex signal was visualized with a chemiluminescent reagent
(ECL plus Western blotting detection system; Amersham
Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, New Jersey, USA), the
bands were visualized by exposure to X-ray film, and then
the films were documented to analyze band density. Anti-!
actin was used as a loading control.

Electrophoretic mobility shift assay of Nrf2

Activation of Nrf2 was examined by electrophoretic mobility
shift assay (EMSA) using a consensus oligonucleotide 50-
TTTTCTGCTGACTCAAGGTCCG-30 (Promega, Madison,
Wisconsin, USA). The probe was labeled by T4 polynucleo-
tide kinase (USB, Cleveland, Ohio, USA) with [g#32P] ade-
nosine triphosphate (ATP) (3000 Ci/mmol, MP Biomedical,
Irving, California, USA) and purified using Bio-spin 30 chro-
matography columns (BioRad, Hercules, California, USA),
the binding reaction mixture was made as described by
Valdés-Arzate et al.25 using 20 mg of protein from nuclear
extracts, in 5 ml of incubation buffer (50 mM Tris-HCl, pH
7.5, 200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 5 mM b-mercaptoethanol,
and 20% glycerol) and 1 mg of poly(dI-dC). Complexes were
separated on non-denaturing 6% polyacrylamide gels and
were visualized by autoradiography. In competition experi-
ments, 100-fold molar excess of non-labeled oligonucleotide
was added to the reaction mix for 5 min before addition of the
labeled probe. The protein concentration of the nuclear
extracts was determined by the Bradford method.26

Total lung and aorta RNA isolation and reverse
transcriptase-polymerase chain reaction

Total RNA was isolated from lung and aorta with TRIzol
reagent (Invitrogen, Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, California, USA) following the
reagent specifications. Total RNA (1 mg) was reverse tran-
scribed into cDNA according to the manufacturer’s instruc-
tions (SuperScript II, Invitrogen, Life Technologies,
Thermo Fisher Scientific). PCR amplifications were per-
formed with cDNA by using 10 pM of gene-specific for-
ward and reverse primers in an Applied Biosystems 2720
thermal cycler (PerkinElmer Applied Biosystems, Foster
City, California, USA). PCR reactions products were elec-
trophoresed on 1.5% agarose gel and stained with ethidium
bromide. The intensity of each gene PCR product band was
quantitated and normalized to the corresponding house-
keeping GADPH or !-actin cDNA band intensity using
VisionWorksLS Analysis Software (UVP, Upland,
California, USA). Primers used were as follows:
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GADPH forward 50-ACCACAGTCCATGCCATCAC-
30and reverse: 50-GCCAGTGAGCTTCCCGTT-30; !-actin
forward 50-CTATCGGCAATGAGCGGTTCC-30 and
reverse 50-AGCACTGTGTTGGCATAGAGGTC-30; HO-
1 forward 50-AGGGAAGGCTTTAAGCTGGTGATG-30

and reverse 50-CCTGCCAGTGGGGCCCATAC-30; SOD2
forward 5-TCCCTATCTCTGTGGTGGTGATG-30 and
reverse 50-TATCCTGGTCATAGCCGAAGTCTC-30;
GST forward 50-GCTTCAAGGCTCGCTCAAGTC and
reverse 50-ATCATTCACCATATCCACCAAGGC-30.

Cytokine measurement by enzyme-linked
immunosorbent assay

The analyses of pro-inflammatory cytokines (IL-1!, TNF-",
and IL-6) and chemokine MIP-2 present in BALF were
carried out using sandwich enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) in microplates (Nunc, MaxiSorb, Sigma-
Aldrich). Kits for ELISA from PreproTech, Princeton
Business Park, USA, were used. Capture antibodies
IL-1! (900-K91), TNF-" (900-K73), IL-6 (500-p73Bt), and
MIP-2 (500-P75) (50 ml/well at 2 ml/ml) were incubated
overnight at 4!C. Microplates were washed four times with
PBS buffer (PBS 0.5% Tween 20–WB; Santa Cruz Bio-
technology). Nonspecific binding sites were blocked with
300 ml blocking solution (1% bovine serum albumin (BSA)
in PBS) and the plates were incubated for 1 h at 37!C.
Microplates were washed four times, standard dilutions of
IL-6 and MIP-2 were prepared at the concentrations of 0,
0.25 to 10 ng/ml, and TNF" and IL-1! standard solutions
were prepared at the concentrations of 0, 0.046 to 3 ng/ml.
Fifty microliters of standard solutions and BALF samples
were added to the microplates, incubated for 2 h at RT,
and these were removed by four washes. Biotinconjugated
detection antibodies (100 ml/well, 0.5 mg/ml) were added
and incubated for 2 h at RT. The microplates were care-
fully rinsed four times and incubated with avidin-
peroxidase conjugate (100 ml at a dilution of 1:2000).
After incubation, the microplates were washed four times,
50 ml TMB (3,30,5,50-tetramethylbenzidine) substrate was
added (Santa Cruz Biotechnology), and plates were incu-
bated for 30 min at RT. The reaction was stopped adding
50 ml of sulfuric acid (2M). Optical density was measured
at 450 nm using a Spectra MAX-plus384 multiplate reader
(Molecular Devices, Inc., Sunnyvale, California, USA).
Each sample was analyzed in triplicate and analyte con-
centrations were calculated from the linear portion of the
generated standard curve.

Statistical analysis

Comparisons among groups were done by one-way analy-
sis of variance followed by Bonferroni’s post hoc compar-
isons or by the nonparametric Kruskal–Wallis test,
followed by Dunn’s test (when variances were not
uniform). For protein oxidation, DNA adducts, and

pro-inflammatory cytokines, a mean + standard error of
the mean was calculated. The p values <0.05 were consid-
ered statistically significant. Data analyses were performed
using SigmaPlot, version 11 (Systat Software, Inc., Point
Richmond, California, USA).

Results

Acute exposure to PM induces protein oxidative
damage in the lung

OxS resulting from an imbalance between oxidants and
antioxidants can affect macromolecules. OxS induction
by exposure to the three PM fractions was evaluated by
measuring lung protein oxidation. Acute exposure to con-
centrated CP, FP, and UFP, all induced significant (p "
0.05) lung protein oxidation, compared to the FA group
(Figure 1(a)). In contrast, no oxidative damage to lung
proteins was induced following subchronic exposure to the
three PM fractions compared with the control group (Figure
1(b)). Our data suggest that the oxidative protein damage
induced by short-term exposure in the lung was resolved
and did not persist after repeated exposures to PM for an
extended period.

Carcinogen-DNA adduct formation in the lung
depends on the type of PM fraction

DNA adducts can originate from reactions with electrophi-
lic species27 because the rats were probably also exposed to
low levels of adduct-forming compounds in their diet,
caging, and other aspects of their environment. We ana-
lyzed the number of carcinogen-DNA adducts in the lung
after acute and subchronic exposure to PM. Exposure to
PM resulted in a significant increase in the carcinogen-
DNA adducts in rat lung compared with the FA group
(Figure 1(c) and (d)). As shown in Figure 1(c), after acute
exposure to all PM fractions, the carcinogen-DNA adducts
increased significantly (CP: 8.96 + 1.43; FP: 10.83 +
1.23; and UFP: 8.63 + 0.45, per 108 nucleotides) compared
with FA (1.68 + 0.08 per 108 nucleotides). Similar results
were observed only for the subchronic group exposed to
UFP (Figure 2(d)), in which the number of carcinogen-
DNA adducts in the UFP group was statistically signifi-
cantly higher (12.80 + 0.96 per 108 nucleotides) than that
in the control group (5.56 + 0.35 per 108 nucleotides).

Our results indicate that short-term exposure to CP, FP,
and UFP can generate a number of carcinogen-DNA
adducts. However, their presence and prevalence were
greater in the subchronic exposure to UFP, possibly due
to their chemical composition and because they have a
greater contact surface area that could produce enough
DNA adducts to be detected.7,28 We observed differences
in the formation of DNA adducts between control groups
after acute and subchronic exposure, although they repre-
sent a stable basal level.
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FP- and UFP-induced Nrf2-ARE binding activity in lung

Nrf2 nuclear translocation is triggered in response to OxS,
and the nuclear accumulation of Nrf2 is considered as a
marker of transcription factor activation, but in its consti-
tutive state, Nrf2 is primarily localized in the cytosol.11 We
determined the presence of Nrf2 in cytosolic fractions fol-
lowing acute and subchronic exposure to PM, and using
Western blot analyses with immunodetection cytosolic
Nrf2 was decreased following both acute and subchronic
FP and UFP exposure (Figure 2(a) and (c)), consistent with
the premise that Nrf2 is activated and mobilized to the
nucleus in response to FP and UFP exposure.

We examined the Nrf2–ARE binding activity by EMSA
to confirm that in lung nuclear extracts the ARE binding
activity was increased in the groups exposed to FP and
UFP. As shown in Figure 2(b), acute exposure to FP and
UFP increased the nuclear Nrf2–ARE binding activity (0.7-
and 0.5-fold, respectively) compared with FA. Similar

results were observed for subchronic exposure; Figure
2(d) shows the Nrf2–ARE activity in the lung of FP and
UFP-exposed rats (0.6- and 1.0-fold, respectively). These
results indicate that Nrf2 plays an important role in the
cellular responses to FP and UFP exposure but not in the
response to CP. In addition, the data trend suggests that
there might have been a cumulative effect of the chronic
exposures.

Expression of genes related to Nrf2 activation
in the lung

We explored the effect of Nrf2 activation on the expression
of the well-known Nrf2 genes, HO-1, SOD2, and GST. The
induced expression of these genes confirmed increased
Nrf2 activation in the rat lung after acute exposure to FP
and UFP but not after CP exposure (Figure 3). The expo-
sure to UFP induced a significant increase in the expression

Figure 1. PM induced protein oxidation and DNA adducts in a time and particulate fraction dependent in lung tissue. Acute and
subchronic exposure to FA, CP, FP, and UFP was performed. Protein oxidation in lung tissue, image representative of carbonyl
detection from acute and subchronic exposure are showed in (a) and (b), respectively. PAH-DNA adducts in lung tissues from acute and
subchronic exposure are showed in (c) and (d), respectively. Data are presented as mean + SD (n¼ 6 rats/group). *indicates statistical
differences (p < 0.05) respect to the FA group. PM: particulate matter; FA: filtered air; CP: coarse particulate; FP: fine particulate; UFP:
ultrafine particulate; SD: standard deviation.

6 Toxicology Research and Application



 134 

of HO-1 (0.54-fold; Figure 3(a)) and SOD2 (1-fold; Figure
3(b)) compared with FA. UFP exposure did induce changes
in the levels of GST mRNA (Figure 3(c)). FP exposure did
not significantly change HO-1 mRNA (Figure 3(a)), but it
did significantly increase SOD2 expression (1.5-fold;
Figure 3(b)) and increased the expression of GST
(0.6-fold; Figure 3(c)), compared with the FA group.

Subchronic exposure to FP and UFP, but not CP,
increased the expression of Nrf2-related genes compared
to the FA group (Figure 3). HO-1 mRNA expression did not
show changes in the exposure of all PM groups (Figure
3(d)). However, FP and UFP exposures significantly
increased the expression of SOD2 (0.6- and 1.5-fold,
respectively; Figure 3(e)). Subchronic exposure to UFP
also significantly increased the expression of GST (0.7-
fold) with respect to the FA group (Figure 3(f)).

Acute exposure to FP and UFP induced the secretion
of pro-inflammatory cytokines

We analyzed BALF from all experimental groups by
ELISA. TNF-!, IL-1", IL-6, and MIP-2 are mediators that
initiate and propagate inflammatory responses.

The TNF-! concentration was slightly, but not signifi-
cantly increased in BALF after acute and subchronic expo-
sure to UFP, but not by the other PM fractions, compared to
the FA group (Figure 4(a)). A significant increase in IL-1"

was observed after acute exposure in BALF of the UFP
group. After the subchronic exposure, the IL-1" concentra-
tion in all the exposed PM groups showed a tendency to
decrease lower than the concentration level of the FA
group, but it was not significant (Figure 4(b)). Acute expo-
sure to FP and UFP significantly increased the BALF con-
centration of IL-6 and MIP-2 related to the FA-exposed
group. Following subchronic exposure, no differences were
observed (Figure 4(c) and (d)).

Aorta Nrf2 activation and antioxidant enzyme gene
expression is time-dependent

We determined the cytosolic Nrf2 and DNA binding activ-
ity of Nrf2 in aortas of exposed and control rats as an index
of OxS. No changes were observed after acute exposure
(data not shown). However, after subchronic exposure to
FP or UFP, the cytosolic Nrf2 decreased (Figure 5(a)), and
EMSA analysis showed that the Nrf2 nuclear protein bind-
ing to the AREs increased significantly (1.33- and 1.48-
fold, respectively) after subchronic exposure to FP and
UFP compared with FA (Figure 5(a)), suggesting a mole-
cular response against OxS generated by a subchronic
exposure.

Based on Nrf2 nuclear activity, we did not observe
changes in HO-1, SOD2, and GST gene expression from
the FA group after acute exposure to all PM fractions (data

Figure 2. Nrf2 activation is size-dependent but not time-dependent in the lung. Nrf2 protein levels in the cytosolic extracts were
detected by Western blot ((a) and (c)). Nuclear extracts were utilized for electrophoretic mobility shift assays of Nrf2 DNA binding
activity ((b) and (d)). The upper arrow in the gel shift analysis indicates an Nrf2-DNA binding complex. Images are representative
experiment of six animals per group of acute ((a) and (b)) and subchronic exposure ((c) and (d)) to FA, CP, FP, and UFP. Data in the top
of images express as arbitrary densitometry units, we present the mean + SD. *indicates statistical differences (p < 0.05) respect to the
FA group. Nrf2: nuclear factor erythroid-2; FA: filtered air; CP: coarse particulate; FP: fine particulate; UFP: ultrafine particulate;
SD: standard deviation.
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not shown). The changes in HO-1, SOD2, and GST mRNA
expression after the subchronic exposure to PM fractions
were consistent with the nuclear Nrf2 activity (Figure 5(b)
to (d)). The densitometric analysis demonstrated a statisti-
cally significant increase in HO-1 mRNA expression in the
CP- and UFP-exposed groups (2.37- and 3.69-fold, respec-
tively) over the FA group (Figure 5(b)). SOD2 mRNA
expression in the aorta was observed in the FP and UFP
groups, which exhibited a significant increase in the
expression of SOD2 (0.74- and 0.3-fold, respectively) com-
pared with the FA group (Figure 5(c)). FP and UFP expo-
sure displayed statistically significant increases in GST
mRNA expression (0.71- and 0.67-fold, respectively) with
respect to the FA group (Figure 5(d)).

Discussion

The results in this study suggest that (1) an initial local
damage inducing inflammation and OxS in the lung med-
iates pathological effects in the aorta; and (2) this latter

effect could be (a) due to the systemic translocation of
FP and UFP to some of the chemical components or (b)
secondary to mediators of OxS or inflammation.

Lung OxS and DNA damage

Exposure to PM has been associated with an increased
occurrence of adverse cardiopulmonary effects in numer-
ous epidemiological studies.29 Nevertheless, there is still
debate about which PM fraction and what components are
responsible for the induction of the adverse effects. Accu-
mulating evidence suggests that the pro-oxidative organic
hydrocarbons (PAHs and quinones), and transition metals
(copper, vanadium, chromium, nickel, cobalt, and iron)
present in PM play a substantial role in ROS production
and thus initiate an OxS process.5,26,27

OxS has been implicated in the etiology of several
diseases linked to exposure to environmental toxicants,
including PM, due to the increment of ROS concentra-
tions that exceed antioxidant defenses and oxidase

Figure 3. Antioxidant expression levels after acute and subchronic exposure are size-dependent in the lung. mRNA levels for HO-1,
SOD2, and GST in the lung tissue were determined by RT-PCR for acute ((a), (b), and (c)) and subchronic ((d), (e), and (f)) exposure.
Animals were exposed to FA as control group, CP, FP, and UFP. Bottom images in graphics represent one sample of at least six animals
per group. Densitometry analysis was normalized with GADPH, and relative mRNA data are expressed as mean + SD (n ¼ 6 animals
per group). *indicates statistical differences (p < 0.05) respect to the FA group. HO-1: heme oxygenase 1; SOD2: superoxide dismutase
type-2; GST: glutathione S-transferase; RT-PCR: reverse transcriptase-polymerase chain reaction; FA: filtered air; CP: coarse parti-
culate; FP: fine particulate; UFP: ultrafine particulate; SD: standard deviation; GADPH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
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macromolecules.30–33 Protein carbonylation is an irrever-
sible, nonenzymatic process that results in the introduc-
tion of carbonyl groups into the protein molecule, leading
to changes in its conformation. Protein carbonylation has
been associated with the development of cardiovascular
and respiratory diseases34,35 and has been used as a bio-
marker of oxidized proteins.36 A significant increase in
the number of oxidized proteins in the lung was detected
following acute exposure to all PM fractions in this study,
but protein oxidation was not observed in any of the
groups exposed subchronically. This is perhaps consistent
with upregulation of antioxidant defenses and elevated
Nrf2 activation in the subchronic exposure. The OxS
observed following acute exposure could be caused by
organic compounds in PM, primarily in the FP and UFP
fractions,5 which cause extensive oxidative damage via
the monooxygenase activity of cytochrome P450 and
metal ions by Fenton reactions, contributing to the ROS
concentrations.

We did not observe any protein oxidation after
subchronic exposure to the three PM fractions studied.
We propose that the observation of protein oxidation by
PM fractions decrease after repeated exposure could be
explained by (1) oxidized proteins that underwent

proteasome degradation37; (2) the activation of an antiox-
idant response inducing the synthesis of nonenzymatic and
enzymatic antioxidants38; and (3) the glutathionylation of
proteins that protect them from oxidation.39 These hypoth-
esis need to be confirmed by further studies of subchronic
and chronic exposure to PM.

OxS induced by PM exposure can contribute to
carcinogen-DNA adduct formation as a result of its elec-
trophilic chemical components. The number of carcinogen-
DNA adducts increased in lung tissue after the acute
exposure to all PM fractions, although, only statistically
significant in the groups exposed to FP and UFP. The
increase in the carcinogen-DNA adducts persisted after
subchronic exposure. These data demonstrate that a short-
term exposure to any PM fraction induced the formation of
carcinogen-DNA adducts in exposed animals. However,
after repeated exposure to CP and FP, the lung tissue was
able to repair DNA adducts. Nevertheless, subchronic
exposure to UFP induced similar adduct numbers with
respect to the acute UFP exposure, probably reflecting dif-
ferences in the reactivity and composition of UFP versus
CP and FP.

It has been reported that the PAH content in PM con-
tributes to the formation of DNA adducts.14,36 In addition,

Figure 4. FP and UFP, but not CP fraction, increase acute inflammation. Cytokine protein levels in BALF from animals after acute and
subchronic exposure to CP), FP, UFP, and FA as control group. Samples were analyzed by ELISA: (a) TNF-a, (b) IL-1b, (c) IL-6, and (d)
MIP-2. Results are expressed as mean + SEM (n¼ 6 animals/group). *indicates statistical differences (p < 0.05) respect to the FA group.
FP: fine particulate; UFP: ultrafine particulate; CP: coarse particulate; BALF: bronchoalveolar lavage fluid; FA: filtered air; ELISA: enzyme-
linked immunosorbent assay; TNF-a: tumor necrosis factor a; IL-1b: interleukin 1b; IL-6: interleukin 6; MIP-2: macrophage inflam-
matory protein-2; SEM: standard error of the mean.
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PM induces DNA oxidative adducts such as 7-hydro-8-
oxo-20-deoxyguanosine (8-oxodG) in animal models,40 and
even when the PAH content is low in PM2.5. After their
metabolic activation by functional CYP1A1, PM can pro-
duce PAH–DNA bulky adducts, 8-oxodG, and DNA strand
breaks in cell lines.18 Sørensen et al. reported that PM2.5

exposure was found to be a predictor of an increase in
8-oxodG in lymphocyte DNA in subjects exposed to it.41

Further studies are needed to determine the type of DNA
damage, the DNA repair mechanisms, and why UFP expo-
sure induces permanent DNA adducts.

Lung Nrf2 response and antioxidant enzyme
induction

Nrf2 activation is a key downstream regulatory factor of
cell survival and sensitive markers in response to OxS.12

The activation of Nrf2 in the lung of rats exposed to PM
fractions shows that FP and UFP induced the activation of

Nrf2 in the lung compared with the FA control group of
cytosolic Nrf2 in the FP and UFP compared with FA group.

Our data are consistent with those reported by Li et al.
and Baulig et al., who observed that after exposure to diesel
exhaust particle (DEP), Nfr2 is activated and induces the
mRNA expression of HO-1,42 and Nrf2 binds to the ARE
consensus sequence in the GST or NAD(P)H quinone
dehydrogenase 1 (NQO1) promoter,43 respectively.

The nuclear translocation of Nrf2 results in the gene tran-
scription of antioxidants and phase-II defense enzymes, such
as g-GCS, NQO1, SOD2, GST, and HO-1, by binding to the
ARE.11 The mRNA levels of HO-1, SOD2, and GST genes
were determined in this study as markers of the antioxidant
defense against OxS induced by PM exposure. The induction
response of these genes was observed after exposure to FP
and UFP, although some differences in the response of each
gene to the particulate fractions were observed; these results
corroborate the published information on the induction of
Nrf2 activity seen in FP and UFP groups in acute and
subchronic exposure in different brain regions.23

Figure 5. FP and UFP subchronic exposure induces Nrf2 activation and antioxidant enzymes expression in aorta. Animals were
exposed to FA as control group, CP, FP, and UFP. Nrf2 protein levels in the cytosolic extracts were detected by Western blotting ((a),
top) and nuclear extracts were utilized to electrophoretic mobility shift assays of Nrf2 DNA binding activity ((a), bottom). mRNA levels
for antioxidant genes in aorta tissue were determined by RT-PCR for subchronic exposure ((b), (c), and (d)). Bottom images are
representative from agarose gels. Densitometry analysis is expressed as mean + SD (n ¼ 6 animals per group). *indicates statistical
differences (p < 0.05) respect FA. HO-1: heme oxigenase-1; SOD2, superoxide dismutase type-2; GST, glutathione S-transferase;
RT-PCR: reverse transcriptase-polymerase chain reaction; FA: filtered air; CP: coarse particulate; FP: fine particulate; UFP: ultrafine
particulate; Nrf2: nuclear factor erythroid-2.
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The rapid induction of HO-1 increases the rate of free
heme catabolism via the formation of carbon monoxide
(CO) and biliverdin, and HO-1 confers cytoprotective
effects through the biliverdin–bilirubin system.44–46

The overexpression of HO-1 has cytoprotective effects in
the lung, with a large beneficial spectrum of effects in
several lung diseases.47 The acute HO-1 mRNA induction
observed in the UFP group suggests a cytoprotective effect
to the smallest particulate fraction toxicity. Moreover, our
results corroborate a previous study by Li et al. (2003), who
observed an induction of HO-1 dependence on the particle
size that could be related to the high organic content of
UFP, and to the redox activity.42 However, subchronic
exposure to any PM fraction did not induce HO-1 mRNA
expression, suggesting a secondary effect on the gene reg-
ulation of HO-1 or the nonparticipation of HO-1 in the
chronic toxicity of the PM.

GST catalyzes the addition of reduced glutathione to
electrophilic species and is important in the detoxification
of the oxidizing agents that are produced due to a normal
cellular activity.48 GST-Pi, which corresponds to the
sequence that we tested, is known to be involved in protein
interaction (1-Cys peroxiredoxin) and related to the sus-
ceptibility to developing lung and esophageal cancer and
other lung diseases such as asthma.49,50 Our results imply
the induction of GST-Pi by exposure to FP and UFP in a
time-dependent response, which might be influenced by the
particle size and chemical composition and could be
involved in the development of lung diseases.

SOD2, also termed manganese superoxide dismutase, is
the main antioxidant enzyme in the inner mitochondrial
matrix that protects mitochondrial DNA and mitochondrial
function, and it has been identified in cell senescence.51,52

Exposure to PM, FP, and UFP has the mitochondria as a
target organelle at a cellular level. Li et al. (2003) observed
the presence of UFP, and to a lesser degree FP, into the
mitochondria of murine macrophages and human bronchial
epithelial cells.42 In contrast, Hiura et al. (2000) reported
that the organic chemicals extracted from DEP could
induce a decrease in the mitochondrial membrane potential
and intracellular ATP production in RAW 264.7 cells.53

Our results indicate that SOD2 expression has been
increased only in response to FP and UFP in acute and
subchronic exposures suggesting an oxidative damage in
mitochondria from lung tissue.

According to our results, the antioxidant response in the
lung is influenced by the particle fraction, the exposure
time, and Nrf2-target gene evaluated.

Lung inflammation response to PM fractions

Inhalation of PM caused inflammation of the airways and
lungs (local inflammation), as one of the main toxic
mechanisms of PM that could be responsible for second-
ary adverse effects on other tissues, for example,

cardiovascular effects, or the development of systemic
responses as reported by Mutlu et al.54

IL-1!, IL-6, and TNF-" participate in the production of
various other pro-inflammatory cytokines and hepatic
acute phase proteins. It has been suggested that TNF-" is
a key player in the innate immune system in the cytokine
network and in the activation and recruitment of inflamma-
tory cells.55 In the present study, we did not observe statis-
tically significant differences in the TNF-" concentrations
in BALF among the PM exposure groups. TNF-" could be
downregulated during acute PM exposure by the IL-6 cyto-
kine,56,57 in agreement with the findings presented herein.

IL-1! is defined as a prototype pro-inflammatory and
“alarm” cytokine. It is produced rapidly by macrophages in
response to inflammatory stimuli, inducing different
immune cellular and molecular mechanisms that include
the expression and synthesis of adhesion molecules (e.g.
ICAM-1 and VCAM-1) and nitric oxide. They promote the
infiltration of inflammatory and immunocompetent cells
from the circulation into extravascular space and tissues.58

We observed the presence of IL-1! in BALF only after
acute exposure to UFP, suggesting that this inflammatory
response could be mediated by the presence of the smallest
particulates, which have higher surface areas than do CP
and FP. However, IL-1! production and TNF-" could be
inhibited or modulated by IL-6.

We observed that IL-6 increased after acute exposure to
FP and UFP. IL-6 production is sensitive to IL-1!; the high
IL-6 concentration inhibited the production of IL-1! and
TNF-". Our results could explain the nonresponse of TNF-
" concentrations in BALF in the same particulate groups
and the unresponsiveness in IL-1! in the FP group. Addi-
tionally, IL-6 is involved in the hepatic induction of acute
phase response inducing proteins related to restoring the
disturbed homeostasis due to the immune process, such
as fibrinogen,59 which has been reported to increase after
PM exposure.60 This finding suggests that IL-6 release by
PM exposure is related to a coagulation effect.54

IL-1! and IL-6 concentrations indicated an inflamma-
tory response. To investigate the chemotaxis signal in the
lung, we evaluated the concentration of the chemotactic
molecule MIP-2, which is homologous to IL-8 in humans.
An increment in MIP-2 concentration in BALF was
observed in the acute exposure to FP and UFP; these results
confirm the release of humoral mediators in the immune
response against small particulates (<2.5 mm). MIP-2 is
involved in the recruitment of neutrophils in the lungs and
mediates the acute inflammatory response following expo-
sure to particles.15 Our results are consistent with other
studies that used particles from different origins. It has been
reported that exposure to higher doses of DEPs increased
the expression level of IL-6 and MIP-2, independent of
TNF-" status in C57!CBA mice.58

Significant increments in IL-1!, IL-6, and MIP-2 after
acute exposure could be due to OxS, the chemical compo-
sition (transition metals and PAH), or simply the
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interaction of FP and UFP fractions with the alveolar
macrophages.60

An important observation was the absence of cytokines
in the BALF in the group exposed to the CP fraction.
In vitro studies using PM10 as representative particles of
CP suggested a pro-inflammatory response;60 however,
other factors could influence unresponsiveness to CP expo-
sure such as: (1) the mucociliary clearance,61 CP deposition
in upper airways including the bronchial tree; and (2) ana-
tomic features of the in vivo model, nasal turbinate bones,
bearing sensory epithelium, confer additional surface area,
and increase the air turbulence to enhance the air particu-
lates deposition.62 Differences in the turbinate dimension
between species can influence the deposition of CP, Rattus
norvergicus, for example, has long and deep turbinates
compared to those of humans. For these reasons, possibly
CP exposure did not induce antioxidant and immune
responses in the rat model.

Our results for cytokines in BALF did not support the
hypothesis of chronic inflammation during repeated expo-
sures to PM. However, we cannot rule out that other cyto-
kines such as IL-4, IL-10, and TGF-!, which can modulate
immune cells and decrease inflammatory response and
mediators, are induced in the subchronic response to PM.
The immunological response to constant stimuli along a
relatively large exposure period could modulate the
immune response to protect from tissue damage and initiate
the tissue remodeling. It has been observed that PM2.5 and
PM10-2.5 exposure induced Toll-like-receptor expression
and increased the pro-inflammatory cytokines in the early
phase of the immune response.63 Future studies are needed
to confirm in vivo the immune response balance present
during the chronic exposure to PM.

Nrf2 mediates antioxidant response in aorta

In epidemiological studies, exposure to FP and UFP has
been associated with adverse health effects, including car-
diorespiratory diseases.64,65 Many hypotheses have been
postulated to explain the mechanisms responsible for the
adverse effects of FP exposure.65,66 One of the most
accepted hypotheses is that PM causes OxS in the airways
and induces an inflammatory response with an upregulation
of OxS-sensitive pathways. Moreover, FP and UFP can
cross the epithelial alveolar-endothelium barrier, reach the
pulmonary circulation, and be distributed into the heart,
with direct interactions with the systemic vasculature gen-
erating adverse effects at various sites.16,66,67 Several stud-
ies have assessed the direct effect of particles in vivo68,69

and ex vivo.70–73 However, studies to evaluate the effect of
PM translocation are needed, since it is known that UFP
can get across the alveolar-endothelium barrier.4

We propose that PM fractions can induce OxS in the
aorta after their initial effect in the lung. Our study provides
evidence that exposure to any PM fraction was not associ-
ated with Nrf2 activation or SOD2, HO-1, and GST

expression in the aorta after an acute exposure. In contrast,
we found that the antioxidant response occurred only after
repeated exposures during subchronic exposure.

Similar effects have been found in other studies: a study
in ApoE-/- mice showed that UFP induced OxS at early
stages of atherosclerosis, inducing the mRNA liver expres-
sion of Nrf2-related genes. It is thought that the FP and UFP
fractions have more long-term health effects but that the CP
fraction is associated with short-term health effects.74

We demonstrated that the subchronic exposure to FP
and UFP caused Nrf2 activation in the aorta. However, the
subchronic exposure to CP resulted in a significant increase
in the gene transcription of HO-1 mRNA in the aorta. Pre-
viously, we demonstrated that CP exposure induced the
expression of components of the angiotensin endocrine
system and that subchronic exposure to CP increased the
intramyocardial coronary artery thickness. The HO-1 effect
by CP in aorta might result in pulmonary and cardiac
effects on angiotensin in these tissues through a different
mechanism.75

The increased toxicity of UFP can be explained by their
small size, large particle number per unit of mass, high
organic carbon content, high content of PAHs, and ability
to reach subcellular organelles, such as mitochondria.7 OxS
could be the central mechanism by which ambient PM
induces adverse health effects. Moreover, the small size
of UFP allows their access to the systemic circulation, and
they can be involved in inflammatory events in the vessel
wall, for example, atherosclerosis, or translocated from the
lungs into the circulation and extrapulmonary organs (i.e.
liver, heart, spleen, and brain).4,66 Our study demonstrates
that antioxidant enzymes in aorta were observed when Nrf2
is activated but only after subchronic exposure to FP and
UFP.

Our study data correlate with those of Araujo et al., who
found that exposure to FP and UFP in ApoE-/- mice led to
increased hepatic lipoperoxidation, accompanied by a
higher upregulation of Nrf2-regulated antioxidant genes
and unfolded protein response genes of UFP-exposed
mouse livers.21

Chemical composition is related to PM fraction effect

This is the first study to evaluate the time- and PM size-
related induction of OxS, DNA damage, and inflammation
in the lung and the effect on the aorta, which is not a direct
target tissue described in PM toxicity.

Previously, we reported the particulate concentration
measured in whole body chamber exposure and the chem-
ical composition (transition metals and PAH) from the
present exposure.23 In addition, it has been reported that
the CP and FP fractions from Mexico City contain metals
such as Fe, Zn, and Ti and, to a lesser extent, Mn, Cu, V,
Cd, Ni, Cr, and Pb. There are also high levels of organic
and elemental carbon, endotoxins, and PAHs.76 Transition
and divalent metals exposure can explain the effect of the
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different PM fractions on the deregulation of cardiovascu-
lar system control because these metals can impact allos-
teric sites or interfere with calcium pathways.75 However,
in the present study, we now demonstrate that the small
fractions (<2.5 mm) can be involved in OxS induction via
prooxidant activity promoting ROS production by divalent
metals and a significant concentration of PAH.

PAHs are important in the toxicity of the UFP because
PAH in vitro cell models demonstrate the expression of
HO-1. Our results from carcinogen-DNA adducts, inflam-
mation, and antioxidant Nrf2 response support the hypoth-
esis of UFP as being more reactive. Although we did not
determine the UFP mass and chemical composition, FP
characterization, which includes the UFP fraction, indi-
cated a high total concentration of PAH (10.1 mg/m3) and
CP (2.8 mg/m3), which could explain the major effects
observed in the present study.

Conclusions

The present study indicates that the exposure to PM
induced OxS, DNA damage, and inflammation in the lung,
which was dependent on the particle size and the time of
exposure. Exposure to FP and UFP induced higher oxida-
tive damage and Nrf2 antioxidant response in the lung than
CP exposure did. The effect of FP and UFP on the antiox-
idant Nrf2-dependent response induction is mainly evident
in the subchronic exposure in the aorta. We concluded that
UFP is the main particulate fraction related to OxS, DNA
damage, and inflammation in the lung, mainly as an acute
response. DNA damage persisted in the subchronic expo-
sure. Additionally, an effective response of Nrf2
antioxidant-related elements in the aorta as a representative
of systemic vasculature was observed in the subchronic
exposure. We observed the biological plausibility of OxS
translocated from the lung to the vascular system after
repeated exposure.
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