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RESUMEN
Introduccion:

La exposicion gestacional a contaminacion atmosférica se ha asociado con diversos efectos
adversos en la salud durante el embarazo. Uno de los 6rganos que se ve afectado durante la
gestacion por contaminantes atmosféricos es la placenta, la cual tiene como funcion la
produccién de hormonas, el transporte de gases, nutrientes y desechos. Las mitocondrias
ademas de su rol esencial en la produccion de adenosin trifosfato (ATP), participan en
numerosas vias de sefializacion como las apoptdticas, en la biosintesis de nucleétidos,
lipidos, y de los grupos hemo y hierro-sulfuro. Su funcion es critica para un embarazo sano.
Recientemente se ha empleado el contenido relativo de &cido desoxirribonucleico (ADN)
mitocondrial (ADNmt) como biomarcador de dafio en estudios de contaminacion, asi como
en diversas enfermedades.

Metodologia:

Nosotros correlacionamos el contenido relativo de ADNmt placentario con la exposicion
gestacional a contaminantes atmosféricos en mujeres residentes de la Zona Metropolitana del
Valle de México (ZMVM). Se reclutaron 88 mujeres voluntarias que dieron a luz en el
Hospital de Ginecobstetricia en el Centro Medico la Raza del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), entre 2014 y 2015. Al momento del parto se tomaron muestras de la cara fetal
de la placenta. Se determiné el contenido relativo de ADNmt placentario mediante una
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR).

Se estimd la exposicidén a contaminantes atmosféricos de dos maneras. En la primera se
estimd la exposicion a material particulado de diametro aerodindmico igual o menor a 2.5
um (PM2s5) de diametro aerodinamico igual o menor a 10 um (PMaio) y de ozono (Oz)
haciendo uso de los datos reportados por la red de monitoreo del Programa de gestion para
mejorar la calidad del aire de la Zona Metropolitana del Valle de México (Proaire)
correspondientes a los periodos de gestacion de las voluntarias. Para la segunda se estimo la
exposicién acumulada anual a compuestos organicos totales (COT), compuestos organicos
volatiles (COV), compuestos tdxicos (TOX), 6xidos de nitrogeno (NOX), PM1o, y PM25s
empleando el software Motor Vehicle Emission Simulator for México (MOVES-México).

Resultados:

Encontramos correlaciones positivas entre el contenido relativo de ADNmt placentario y los
valores estimados de exposicién del modelo 1 para PMygo en el tltimo mes (rho=0.5372,
P<0.0001), altimos dos meses (rho=0.6849, P<0.0001), dltimos tres meses (rho=0.7492,
P<0.0001), y todo el embarazo (rh0=0.2128, P=0.0465). Asimismo, los niveles de ADMmt
correlacionaron con los niveles de PMzs durante el Gltimo mes (rho=0.1810, P=0.0458),
ultimos dos meses (rho=0.5626, P<0.0001) y ultimo trimestre de gestacion (rho=0.6846,
P<0.0001), y con los niveles de Oz en el tltimo mes (rho=0.4608, P<0.0001) y Gltimos dos
meses (rho=0.4748, P<0.0001). Ademas, encontramos correlaciones con el numero de
aductos en leucocitos de sangre de cordén umbilical (rho=0.2739, P=0.0049), y de sangre
materna (rho=0.1816, P=0.0452), que se habian determinado previamente.



No se encontraron correlaciones entre el contenido relativo de ADNmt placentario y la
exposicion anual acumulada a COT, COV, TOX, NOX, PM1g, y PM2 5 estimados empleando
el Modelo 2.

Conclusiones:

Concluimos que el aumento del contenido relativo de ADNmt placentario podria ocurrir
como un mecanismo compensatorio al dafio causado por los aductos y el estrés oxidante,
inducidos por los contaminantes atmosféricos.

No se encontraron correlaciones estadisticamente significativas entre el contenido relativo
de ADNmt placentario y los valores de exposicion anual cumulada estimados por el modelo
2, probablemente por la falta de resolucién temporal del mismo.
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ABSTRACT
Introduction:

Gestational exposure to air pollution has been associated with various adverse health effects
during pregnancy. One of the organs that is affected during pregnancy by atmospheric
pollutants is the placenta, whose function is the production of hormones, the transport of
gases, nutrients and waste. Mitochondria, in addition to their essential role in the production
of ATP, participate in numerous signaling pathways such as apoptotics, in the biosynthesis
of nucleotides, lipids, and heme and iron-sulfide groups. Its function is critical for a healthy
pregnancy. The relative content of mtDNA has recently been used as a biomarker of damage
in contamination studies, as well as in various diseases.

Methodology:

We correlated the relative content of placental mtDNA with gestational exposure to air
pollutants in women residing in the ZMVM. 88 volunteer women who gave birth at the
Obstetrics and Gynecology Hospital at the La Raza Medical Center of the IMSS were
recruited between 2014 and 2015. At the time of delivery, samples were taken from the fetal
face of the placenta. The relative content of placental mtDNA was determined by gPCR.

Exposure to air pollutants was estimated in two ways. In the first, exposure to particulate
matter with an aerodynamic diameter equal to or less than 2.5 pm (PM2.5) with an
aerodynamic diameter equal to or less than 10 um (PM10) and ozone (O3) was estimated
using the data reported by the monitoring network of the Management Program to improve
air quality in the Metropolitan Area of the Valley of Mexico (Proaire) corresponding to the
gestation periods of the volunteers. For the second, the annual accumulated total organic
compounds (TOC), volatile organic compounds (VOC), toxic compounds (TOX), nitrogen
oxides (NOX), PM10, and PM2.5 were estimated using the Motor Vehicle Emission
Simulator software to Mexico (MOVES-Mexico).

Results:

We found positive correlations between the relative content of placental mtDNA and the
exposure estimates from model 1 for PM10 in the last month (rho=0.5372, P<0.0001), last
two months (rho=0.6849, P<0.0001), last three months (rho=0.7492, P<0.0001), and the
entire pregnancy (rho=0.2128, P=0.0465). Likewise, ADMmt levels correlated with PM2.5
levels during the last month (rho=0.1810, P=0.0458), last two months (rho=0.5626,
P<0.0001) and last trimester of pregnancy (rho=0.6846, P<0.0001), and with the O3 levels
in the last month (rho=0.4608, P<0.0001) and last two months (rho=0.4748, P<0.0001). In
addition, we found correlations with the number of adducts in leukocytes from umbilical cord
blood (rh0=0.2739, P=0.0049), and from maternal blood (rh0=0.1816, P=0.0452), which had
been previously determined.

No correlations were found between the relative content of placental mtDNA and the
cumulative annual exposure to TOC, VOC, TOX, NOX, PM10, and PM2.5 estimated using
Model 2.
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Conclusions:

We conclude that the increase in the relative content of placental mtDNA could occur as a
compensatory mechanism for damage caused by adducts and oxidative stress induced by
atmospheric pollutants.

No statistically significant correlations were found between the relative content of placental
mtDNA and the cumulative annual exposure values estimated by model 2, probably due to
its lack of temporal resolution.

12



1. INTRODUCCION
> 1.1 Contaminacién atmosférica

La contaminacion atmosférica es producto de la actividad humana biogeénica, edlica y
volcanica, ocurre principalmente en las grandes concentraciones urbanas en todo el mundo,
de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se estima que el 92% de la
poblacién mundial vive las zonas donde se superan las concentraciones limites de
contaminantes atmosféricos sugeridos por la misma organizacion (OMS, 2016). Las
emanaciones industriales, de los automoviles y los medios de transporte, las generadas en los
hogares y hasta por fendGmenos naturales como las erupciones volcéanicas y las tormentas,
generan gases, vapores y particulas que se incorporar al aire que respiramos. Existe suficiente
evidencia que demuestra el impacto en la salud humana de estos agentes.

Se estima que este tipo de contaminacién causé mas de 7 millones de muertes en el mundo,
enel 2015 (Landrigan et al., 2017). La informacion cientifica que demuestra su efecto nocivo
Ilevd a que esta fuera clasificada en el grupo 1 de agentes carcinogénicos para el ser humano,
por la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC) (IARC, 2013).

Uno de los componentes de la contaminacion atmosférica el material particulado (PM), el
cual es una mezcla compleja con composicion heterogénea de particulas liquidas y solidas
que se encuentran suspendidas en el aire. Estando entre sus principales componentes los
sulfatos, el amoniaco, los nitratos, el cloruro de sodio, los polvos minerales, el hollin y el
agua (OMS, 2018).

Estimaciones, realizadas con el modelo de transporte quimico GEOS-Chem describen que
unicamente el PM2s proveniente de la quema de combustibles fosiles, causa unos 8.7
millones de muertes prematuras al afio (Vohra et al., 2021).

Durante la gestacion y los primeros 5 afios de la infancia, existe una mayor susceptibilidad
al dafio causado por la contaminacion atmosférica, dado que el organismo se encuentra en
desarrollo y muchos sistemas son inmaduros como el sistema nervioso, pulmones, y sistema
inmunoldgico (Bateson y Schwartz, 2007). Se estima que, en el afio 2016, la contaminacion
en general fue responsable de la muerte de al menos 940.000 nifios a nivel mundial, dos
tercios de estos menores a 5 afios (Landrigan et al., 2019).

13



> 1.2 Contaminacién atmosférica en la ZMVM

La ZMVM, que comprende a la Ciudad de México (CDMX) y municipios circunvecinos del
Estado de México (EDOMEX), Morelos y Puebla, tiene problemas de calidad del aire, los
cuales son originados por multiples factores como; la combustion incompleta causada por un
23% de oxigeno menos comparado con el presente a nivel del mar, dada la altura promedio
de area (2240 msnm) (Mugica et al., 2010). Ademas, esta zona esta geograficamente rodeada
por el eje neovolcanico transversal y sistemas anticiclénicos naturales que generan una baja
velocidad de los vientos en la superficie, lo que evita o dificulta la dispersion de los
contaminantes (Mugica et al., 2010).

Aunado a ello, es una de las zonas metropolitanas mas grandes del mundo con
aproximadamente 22 millones de habitantes reportados para el 2020 (INEGI, 2021).

El monitoreo de los principales contaminantes atmosféricos regulados que afectan la salud
humana y los ecosistemas, denominados contaminantes criterio en la ZMVM, esta a cargo
del sistema de monitoreo atmosférico de la CDMX (SIMAT) de la Secretaria del Medio
Ambiente (SEDEMA) (Contrera et al., 2013; SEDEMA, 2018). Esta institucion reporta la
calidad del aire por dia y a lo largo del mismo, en categorias que van de buena a
extremadamente mala (SEDEMA, 2017). El registro por hora de los niveles de los
contaminantes criterio es libre acceso y se encuentra publicado en el enlace
http://www.aire.cdmx.gob.mx/default.php.

El SIMAT cuenta con mas de 40 estaciones repartidas entre la CDMX y la zona conurbada
del EDOMEX, para el monitoreo y la recoleccion de datos de los contaminantes criterios
estipulados en la Norma Oficial Mexicana (NOM), los cuales son: el diéxido de azufre (SO>),
mondxido de carbono (CO), didxido de nitrégeno (NOz), Oz y las particulas suspendidas,
estas Ultimas se subdividen en dos categorias el PM1o y el PM2s5 (SEDEMA, 2018).

De estos seis contaminantes, el Os y el PM son los que normalmente superan las
concentraciones limites establecidas en la NOM, alcanzando niveles perjudiciales para la
salud. Un ejemplo de esto es lo ocurrido en el afio 2016 donde de la totalidad de dias que
presentaron una mala calidad, el 100% fue por alguno por alguno de estos tres contaminantes
0 sus respectivas combinaciones. (SEDEMA, 2017).

La NOM, publicadas en el afio 2014, establece como limite maximo permitido para el Oz de
95 ppb como promedio en una hora, 70 ppb es el promedio mévil de 8 horas, para el PMyg se
determind en 75 pg/m?® el promedio de 24 horas y 40 pg/m? el promedio anual. Para el PM2s
es de 45 pg/m?3 como promedio de 24 horas y de 12 pg/m? para el promedio anual (Tabla 1).
Cabe mencionar que los limites establecidos en la NOM para PM estan por encima de los
sugeridos por la OMS (Tabla 1.)
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Tabla 1. Valores de concentracion limites establecidos en las NOM, y sugeridos por la OMS para los
contaminantes criterio. Modificado de SEDEMA

. NOM
Contaminante NOM Publicacién Descripcién OMS
SO2 NOM-022-  20/08/2019  0.075 ppm, promedio aritmético de 3 afios 40 pg/m® de media diaria
SSA1-2019 consecutivos de los percentiles 99 anuales
como promedio horario
0.040 ppm, maximo promedio de 24 horas
CcoO NOM-021- 23/12/1994 26 ppm, maximo anual como promedio 4 mg/m?® de media diaria
SSA1-1993 movil de 8 horas
NO2 NOM-023-  23/12/1994  0.210 ppm, promedio horario 10 pg/m® de media anual
SSA1-1993 25 pug/m?® de media diaria
Os NOM-020-  19/08/2014  0.095 ppm, promedio horario 100 pg/m3, maximo diario
SSA1-2014 0.070 ppm, promedio mavil de 8 horas de periodos de 8 horas
60 pg/m?3, promedio de
periodos de 8 horas,
temporada méxima
PMio NOM-025-  20/08/2014 75 pg/m?, promedio de 24 horas y 45 pg/m® de media diaria
SSA1-2014 40 pg/m?, promedio anual 15 pg/ m® de media anual
PMzs NOM-025- 20/08/2014 45 pg/m?, promedio de 24 horas y 15 pg/ m® de media diaria
SSA1-2014 12 pg/m?, promedio anual 5 pg/m® de media anual

CO: Monoxido de carbono, NO-: dioxido de nitrdgeno, PM1o: Material particulado de didmetro aerodindmico
igual o menor a 10 um, PM;s: Material particulado de diametro aerodinamico igual o menor a 2.5 pm, Os:
Ozono, SO, Didxido de azufre.

Adicional a estos contaminantes criterios que se encuentra regulados, en la atmosfera de la
ZMVM existen otros compuestos potencialmente nocivos para la salud, como lo son los
COT, COV y TOX los cuales no son monitorizados (SEMARNAT., 2005), Sin embargo, se
han desarrollado herramientas como el Sistema modelado de emisiones, para estimar las
concentraciones de los mismos.

» 1.3 Presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos en el PM de la ZMVM

Se ha reportado que el PM producido por motores de combustion interna se encuentra
enriquecido con hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), en especial la fraccién fina.
De acuerdo con el estudio realizado en CDMX por Salcido-Neyoy et al., (2015), se
encontraron 14 de 16 HAP buscados en el PM1o, adicionalmente en la fraccion ultrafina (igual
o menor a 1 um) se evidencid que el Benzo[a]pireno (B[a]P) es el segundo HAP de mayor
concentracion después del naftaleno (Morales-Rubio et al., 2019). Cabe resaltar que, al
observar los mapas reportados por el SEDEMA, se evidencia que la mayor produccién de
PM es en la zona norte.

El B[a]P es el prototipo de los HAP. Esta clasificado segun la IARC en el grupo 1 de la lista
de carcindgenos humanos, y puede fungir como iniciador y promotor durante el desarrollo
de neoplasias (IARC, 2012; Sadikovic y Rodenhiser, 2012). El B[a]P es bioactivado para su
eliminacion, por enzimas pertenecientes a las subfamilias de citocromos P450 (CYP) 1Ay
1B. Mas especificamente por las enzimas CYP1Al y CYP1B1, dando origen B[a]P diol
epoxido, el cual puede interactuar con las principales biomoléculas, generando aductos en
proteinas, en el ADN nuclear (ADNnuc) y ADNmt (Sadikovic y Rodenhiser, 2012). Este
evento se asocia con la generacion de mutaciones puntuales, o hipometilacion del ADN, en
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el caso de su reparacion por el mecanismo de escision de nucledtido (NER) (Sadikovic y
Rodenhiser, 2012).

En un estudio realizado por Garcia-Suastegui et al., 2010, se evidenciaron variaciones en el
namero de aductos en leucocitos de sangre periférica de adultos jovenes, entre la época
lluviosa (de menor contaminacién) y en la época seca (de mayor contaminacion) en la
ZMVM. Siendo significativamente mas altos los niveles del biomarcador en la temporada de
mayor contaminacién atmosférica, mostrando que los niveles de contaminacion modulan el
numero aductos.

> 1.4 Efectos de la contaminacién atmosférica en la salud durante el embarazo

Durante la gestacion la ventilacion materna por minuto aumenta hasta un 48% en el volumen
de gas inhalado (LoMauro y Aliverti, 2015), aunado a que el feto se encuentra en proceso de
diferenciacion y presenta una alta tasa de division celular, lo que provoca que la exposicién
a contaminacion atmosférica, durante este periodo, pueda generar efectos adversos en la
salud del recién nacido a corto y largo plazo (Perera, 2018).

La exposicion a contaminantes atmosféricos especialmente el PM, puede afectar el embarazo
al generar, por ejemplo, estrés oxidativo. De manera directa por la presencia de radicales
libres en la superficie de la particula, asi como de metales de transicion solubles como el
hierro que generan el radical hidroxilo a través de la reaccion de Fenton (Saenen et al., 2019)
y dafar la informacion genética mitocondrial que codifica subunidades de la cadena
respiratoria, provocando a su vez un mal funcionamiento de fosforilacion oxidativa
aumentando la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) al interior de la
mitocondria (Saenen et al., 2019). El dafio oxidativo puede a su vez, generar una respuesta
inflamatoria local o sistémica.

Existen diversos reportes en donde se ha asociado la exposicion a contaminacion atmosférica
durante la gestacion con abortos espontaneos, nacimientos prematuros, retraso en el
crecimiento intrauterino, preeclampsia, hipertension gestacional, bajo peso al nacer, asi como
menor talla a los seis meses y al afio (Van den Hooven et al., 2012; Desai et al., 2017;
Clemente et al., 2017).

En un estudio realizado en China se evidenci6 una relacion entre una mayor exposicion a
contaminacion atmosférica y un mayor nimero de abortos en el primer trimestre; mostrando
adicionalmente que la relacién no es lineal, sino que el riesgo aumenta considerablemente a
concentraciones altas (Zhang et al., 2019).

Nuestro grupo de trabajo encontrd una correlacién positiva entre la cantidad de aductos de
HAP en el ADN en leucocitos de sangre de cordon umbilical o de sangre materna y la
concentracion de PMio y PMa2s reportado por el SIMAT en la zona en donde vivia la
poblacion estudiada. También los niveles de PM se correlacionaron con marcadores de dafio
celular como menor viabilidad celular y elevado nimero de micronucleos, que son
biomarcadores de rupturas cromosomales y células aneuploides (Maciel-Ruiz et al., 2019;
Sordo et al., 2019).
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» 1.5 Importancia de la placenta y los efectos nocivos de la contaminacion atmosférica
en tejido placentario

Durante el desarrollo embrionario la placenta es un érgano clave que funge como punto de
conexion entre feto y la madre. Entre sus funciones se incluye el transporte de oxigeno,
dioxido de carbono y de nutrientes, la eliminacion de desechos, ademés de la produccion y
eliminacién de hormonas que regulan la evolucion y homeostasis normal del embarazo, entre
las cuales destacan la Gonadotropina Coridnica Humana (hCG) y el lactogeno placentario
(Rodriguez-Cortes y Mendieta-Zeron, 2014). Por sus funciones y su gran actividad
metabolica la placenta requiere producir energia constantemente y esta es suministrada en
gran medida por la funcion mitocondrial de las células placentarias (Desai et al., 2017).

Recientemente se demostro que el carbono negro como parte del PM producido por la quema
de combustibles fésiles, se deposita en la placenta principalmente en la cara fetal (Bové et
al., 2019).

Revisiones como la realizada por Saenen et al., (2019) exploran los efectos nocivos de la
contaminacion atmosférica en el tejido placentario humano, como el aumento de la 3-
nitrotirosina (3-NT) y 8 hidroxi-desoxiguanosina (8-OHdG), una longitud telomérica menor,
una disminucion de la metilacion global del ADN placentario, asi como un aumento de la
metilacion en genes de reparacion APEX1 (endodesoxirribonucleasa 1 apurinica
/apirimidinica), OGG1 (8-oxoguanina glicosilasa), ERCC4 (subunidad catalitica de
endonucleasa de reparacion por escision 4) y el gen supresor de tumores P53. Ademas,
discuten la hipdtesis denominada “Los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad”,
proponiendo gue los efectos nocivos de la contaminacion atmosfeérica en la placenta podrian
ser causa de enfermedades a largo plazo.

> 1.6 Contenido de ADNmt como biomarcador de dafio

La mitocondria es el compartimiento subcelular donde se lleva a cabo la fosforilacion
oxidativa, el ciclo de Krebs, la beta oxidacion, ademas esta involucrada en diversos procesos
biolégicos como la homeostasis del calcio, la proliferacion celular y la apoptosis (Nelson et
al., 2005). Este es el tnico organelo que posee su propio ADN, acido ribonucleico (ARN) y
ribosomas.

Este organelo es considerado como la central bioenergética de la célula, ya que es el punto
donde se produce la mayoria del ATP a través del ciclo de los &cidos tricarboxilicos y la
fosforilacion oxidativa, usando como aceptor final de electrones al oxigeno (Nelson et al.,
2005). Aproximadamente el 90% del consumo de oxigeno celular se da en la mitocondria
siendo reducido en su mayoria a agua, pero una pequefia proporcion (1-5%) da lugar a ROS.
Se sabe que este organelo es la principal fuente celular de ROS y blanco inmediato de las
mismas, razon por la cual cuenta con diversos mecanismos de defensa como superoxido
dismutasa de magnesio, catalasa, glutation peroxidasa y peroxiredoxina, ademas de
mecanismos de reparacion del ADN como la reparacion por escision de bases (BER) y la
unién de extremos mediada por microhomologia (Timon, 2016; Zinovkina, 2018). El
envejecimiento, asi como enfermedades degenerativas como la enfermedad de Parkinson,
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Alzheimer o cardiopatias se han relacionado con lesiones mitocondriales (Druzhyna et al.,
2008).

Dada las caracteristicas intrinsecas de la mitocondria como el potencial de membrana, un pH
alcalino, y un ambiente lipofilico se ha observado que este organelo es blanco de multiples
contaminantes ambientales, por ejemplo el PM (Fetterman et al., 2017); en un estudio hecho
por Grandjean et al., (2008), se observé que al exponer células in vitro a la fraccion ultrafina
del PM, los ndcleos de carbono tienden a acumularse en este organelo, posiblemente por
interacciones entre las cargas de las particulas y matriz mitocondrial.

La exposicién a material particulado puede generar estrés oxidante, disminuir el potencial de
membrana de la mitocondria, dafar la estructura mitocondrial, alterar la funcion respiratoria
mitocondrial, asi como causar rupturas y metilaciones del ADNmt (Fetterman et al., 2017,
Breton et al., 2019 & Xu et al., 2011).

El genoma mitocondrial tiene longitud de 16.569 pb donde se encuentran codificadas 27
proteinas, 11 de las cuales, estan implicadas en la replicacion de la informacion genética, y
13 polipéptidos que son parte de los complejos de la fosforilacion oxidativa, ademas de dos
ARN ribosémicos y 22 ARN de transferencia. Sin embargo, la mayoria de proteinas
necesarias para su funcionamiento incluyendo para su replicacion, estan codificadas en
ADNnuc (Pakendorf y Stoneking, 2005).

Los cambios en el contenido relativo de ADNmt, medido como la proporcion de
ADNmMt/ADNnuc cuantificado a través de qPCR se ha utilizado y reportado como
biomarcador en un amplio rango de enfermedades humanas que van desde diabetes,
obesidad, céncer y envejecimiento (Malik y Czajka, 2013). Este biomarcador a sido
propuesto como indicador de déficit mitocondrial en condiciones de estrés oxidante, el
aumento de copias del material genético del organelo estimula la proliferacion mitocondrial
para satisfacer la demanda energética provocada por el al estrés oxidante (Lee y Wei., 2000;
Carugnoetal., 2012). Y funge como un mecanismo de proteccién por abundancia, diluyendo
el nimero de lesiones por kilo base (Dannenmann et al., 2017).

Para observar el impacto de la contaminacidn atmosférica durante la gestacion se seleccion6
como biomarcador de dafio el contenido de ADNmt, ya que este a diferencia del ADN
gendmico no posee histonas, y se esta transcribiendo constantemente; por lo que encuentra
des compactado. Ademas, carece intrones y no posee del mecanismo de reparacion NER, el
cual se usa para reparar dafios que causan deformaciones en la doble hebra, como los
causados por los HAP (Lee y Wei, 2000; Lee y Wei, 2005).

Se ha encontrado que en exposiciones agudas a agentes inductores de estrés oxidante como
el peroxido de hidrogeno (H202), se da un incremento del nimero de copias del ADNmt, asi
como un aumento de tamafio de las mismas en la cepa celular 5 del Consejo de Investigacion
Médica de Reino Unido (MRC-5) (Lee et al., 2000). En trabajadores polacos expuestos
ocupacionalmente a HAP, se encontrd que los trabajadores que tenian mas de 3 pmoles de
1-pirenol (un metabolito de HAP) por mol de creatinina en orina, también presentaban un
mayor nimero de copias de ADNmt en sangre periférica (Pavanello et al., 2013).
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Estudios realizados evaluando el comportamiento del contenido de ADNmt en la exposicion
gestacional a contaminacion atmosférica, como el de Rosa et al., (2017) en Mexico,
evidenciaron que mayor exposicion a PM2s menor contenido de ADNmt en sangre de cordon
umbilical; y propusieron que la ventana de sensibilidad a dicho contaminante se da de la
semana 35 a la 40 de gestacion.

Otros estudios recientes como el realizado por Breton et al., (2019) encontraron una relacion
positiva entre el numero copias del ADNmt y el metabolito BaP-tetrol, un derivado de B[a]P
medido en sangre del cordon umbilical, en madres expuestas a contaminantes del aire
relacionados con el trafico (TRAP). Asi como también Cao et al., 2020, observaron una
asociacion positiva entre el contenido de ADNmt en sangre de cordon umbilical y
metabolitos hidroxilados de HAP (OH-HAP).

» 1.7 Asociaciones entre la exposicion contaminacion atmosférica y el contenido de
ADNmt placentario.

Existen estudios realizados con enfoques similares al planteado en este proyecto de
exposicion gestacional a contaminacién ambiental, como el realizado por Janssen et al..
(2012) en Bélgica, donde se encontr6 que un incremento de 10 ug/m?3 de PMyo durante el
ultimo trimestre de embarazo, disminuye un 17% en promedio el contenido de ADNmt en
placenta. Adicionalmente, en otros estudios realizado por este mismo grupo, se encontrd una
asociacion entre los niveles de NO2 y un 4.9% menos de contenido de ADNmt junto con una
disminucion de 48 g de peso al nacer, por cada 10 pug/m® de incremento de exposicion al
contaminante, asi como menor talla y peso a los seis y doce meses (Clemente et al., 2015;
Clemente et al., 2017).

En otra investigacion se realiz6 una aproximacién mdultiple, teniendo en cuenta diversos
contaminantes y se encontr6 una asociacion positiva entre el nimero de copias de ADNmt
placentario con los niveles de B-hexaclorociclohexano y arsénico, ademas una relacion
negativa entre dicho biomarcador y los niveles de talio (Vriens et al., 2017).

Un resumen de los estudios donde se uso el contenido de ADNmt como biomarcador en la
exposicion a contaminacion atmosférica en humanos, tratados en este documento se presenta
en la siguiente Tabla 2.
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Tabla 2. Agentes ambientales que modifican el contenido de ADNmt en placenta o en sangre de

cordén umbilical.

Muestra . Ciudad/ Efecto .
. Contaminante . Referencia
analizada Pais encontrado
PMyo Genk/ Bélgica ! C%gﬁ;ﬁf de (Janszsg?ze;t al.
Genk/ Bélgica | Contenido de (Clemente et al.,
Valencia, ADNmt 2015) (Clemente
NO: Sabadell, | Peso al nacer etal., 2017)
Gipuzkoay | Peso y talla a los
Placenta Asturias/Espafia 6y 12 meses
1 Contenido de
- ADNmt
hexaclorociclohexano Flandes/ Bélgica | Contenido de (Vriens et al.,
Arsénico ADNmt 2017)
Talio | Contenido de
ADNmt
PMas CDMX/ México ! C‘X‘éﬁiﬁf de (Rozsgle;)a"’
Sangre de cordon TRAP Los Angeles/ 1 Contenido de (Breton et al.,
umbilical U.S.A. ADNmt 2019)
HAP Taiyuan/ China i C‘X‘gﬁ;ﬁf de(caoetal., 2020)

HAP: Hidrocarburos aromaticos policiclicos, NO,: diéxido de nitrogeno, PMio: Material particulado de
didmetro aerodinamico igual o menor a 10 pm, PM_s: Material particulado de didmetro aerodindmico igual o
menor a 2.5 pm, TRAP: Contaminantes del aire relacionados con el tréfico.
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2. JUSTIFICACION

La contaminacién atmosférica es un factor que afecta negativamente la salud humana. La
ZMVM posee caracteristicas fisicas geogréaficas y demogréaficas, que contribuyen a que se
presentes altos niveles de contaminantes atmosféricos, especialmente de PM y Os. Durante
la gestacion la exposicién a contaminacion atmosférica se ha asociado a diversos efectos
adversos, al momento del parto e incluso a largo plazo en el recién nacido. Uno de los érganos
fundamentales durante el embarazo es la placenta por sus diversas funciones como punto de
conexion entre la madre y el feto, asi como su papel endocrino. Se sabe que la exposicion a
contaminantes atmosféricos afecta de manera negativa en el tejido placentario. Para evaluar
el dafio causado por la contaminacion se empleara el contenido relativo ADNmt, este
biomarcador se ha investigado en una amplia gama de enfermedades humanas.

3. HIPOTESIS

La exposicion a PM y Os durante la gestacion modula el contenido relativo de ADNmt
placentario.

4. OBJETIVOS
» 4.1 Objetivo general

Correlacionar los niveles exposicion a PM1o, PM25sy O3, con el contenido relativo de ADNmt
placentario en muestras tomadas de habitantes de la ZMVM.

» 4.2 Objetivos especificos

Determinar el nimero relativo de copias de ADNmt en muestras de la cara fetal de la
placenta.

Correlacionar el numero relativo de copias de ADNmt placentario con los niveles de
contaminacion atmosférica utilizando los datos de la SIMAT y del sistema modelado de
emisiones.
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5. METODOS
> 5.1 Poblacién de estudio.

Para realizar este trabajo se invitd a participar a mujeres que dieron a luz entre febrero de
2014 a diciembre de 2015, en el Hospital de Ginecoobstetricia No. 3 "Dr. Victor Manuel
Espinosa de los Reyes Sanchez” del Centro Médico La Raza de la CDMX. Este estudio fue
autorizado por el oficio 09-B5-61-2800/201300/ 2056 del IMSS y el Comité de Etica para
estudios de seres humanos del 11B, UNAM. Este hospital se encuentra en la zona norte del
ZMCM, que es de las zonas con mayor contaminacion atmosférica por PM, de acuerdo con
los registros del SIMAT. Las voluntarias firmaron una carta de consentimiento informado
para participar en el estudio, ademas de llenar un cuestionario con informacion relevante para
la investigacion, como su domicilio, tipo de alimentacion, habitos como tabaquismo,
alcoholismo y otros factores confusores. Adicionalmente, se tomaron datos del recién nacido
como peso, talla y edad gestacional en semanas determinado a través del test de Capurro
(Saravia., 2012).

Al momento del parto se tomo tejido placentario separado en cara materna y fetal, de 150
voluntarias. Las muestras fueron congeladas inmediatamente después de su recoleccion, para
ser transportadas a laboratorio donde se almacenadas a -80°C.

Los criterios de inclusion usados fueron que el parto ocurriera en la semana 36 o superior,
que las madres tuvieran entre 19 y 35 afios, y que las mujeres fueran atendidas en el hospital
ya mencionado. Por el otro lado, los criterios de exclusion fueron que las madres fueran
fumadoras activas durante el embarazo y/o presentar exposicion ocupacional a HAP, haber
presentado enfermedades asociadas al embarazo (preeclampsia, diabetes, etc.), Presentar
enfermedades cronicas (cancer, hipertension, epilepsia, etc.), haber presentado ruptura
prematura de membrana, que el feto presentara cromosomopatias y/o malformaciones.

Utilizando estos criterios, se seleccionaron 88 muestras, de las cuales 74 se georreferenciaron
de un total de 150 muestras colectadas.

» 5.2 Modelo 1: estimacion de la exposicion a contaminacion atmosférica.

Haciendo uso de las bases de datos de libre acceso publicadas por el SIMAT, disponibles en
tiempo real para su descarga en la pagina web http://www.aire.cdmx.gob.mx/, donde se
reportan cada hora la concentracion de contaminantes criterio, registradas por las diferentes
estaciones de monitoreo distribuidas en la CDMX. Se estimaron los niveles de los
contaminantes criterio PM1, PM2s y Os, en diferentes ventanas de tiempo durante la
gestacion (Figura 1).

Adicionalmente se estimd la diferencia de exposicion a PMig-25 en los mismos periodos de
tiempo.

Dado que el hospital y la residencia de las mujeres participantes de este estudio estan
ubicados en la zona norte de ZMVM, se tomaron en cuenta para los célculos de exposicion
las siguientes estaciones de monitoreo: Cuautitlan, Villa de las Flores, Atizapan, Tultitlan,
Los Laureles, Tlalnepantla, La Presa Buena, Xalostoc, San Agustin, FES Acatlan,
Camarones, Gustavo A. Madero, Hospital General de México, Merced y San Juan de Aragén.
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Ha de aclararse que no en todas estaciones ni en todos los afios las estaciones mencionadas
se reportan los tres contaminantes.

Con los datos de dichas estaciones y la fecha de parto se estimd para cada embarazo, la
exposicion media a PMio, PM25sy Os, en el tltimo mes, Gltimos dos meses, y tercer trimestre.
Adicionalmente, se analizaron otras ventanas de exposicion a PM como el segundo trimestre,
primer trimestre y todo el embarazo. Las ventanas de tiempo analizadas se esquematizan en
la Figura 1.
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Figura 1. Ventanas de tiempo analizadas en el modelo 1.
» 5.3 Modelo 2: estimacion de la exposicion a contaminacion atmosférica.
Se estimd la exposicion anual de los binomios a COT, COV, TOX, NOX, PMyo, y PM2s.

La exposicion a cada uno de estos contaminantes se separ6 adicionalmente por el tipo de
fuente de emisién. Dichos tipos de fuentes se describen en la siguiente Tabla 3:

Tabla 3. Descripcion de los tipos de fuentes de emision.,

Tipo de Fuente Descripcion
Son aqguellas instalaciones establecidas en un solo lugar (fijas),
Fuentes puntuales que puedan generar emisiones de contaminantes, como las

refinerias de petréleo o fabricas.

Son los conjuntos de fuentes fijas que se encuentran dispersas en
Fuentes de area una zona, que por su tamafio se dificulta su seguimiento como
una fuente fija. Como imprentas, panaderias, carpinterias, etc.
Son aquellas, producto de fendmenos naturales como erupciones
volcanicas, erosion del suelo, la vida animal y vegetal.

Fuentes moviles Engloba a todos los tipos de transporte automotor.

Definiciones de acuerdo con SEMARNAT, (2005).

Fuentes naturales

La definicidn de las tres categorias de contaminantes empleadas son las siguientes. Los COT
son el conjunto de gases, donde se incluyen los compuestos carbonados excepto acido
carbdnico, carbonatos, carburos metalicos, CO y dioxido de carbono. Los COV son un
subconjunto de COT, donde se engloban los gases fotoquimicamente reactivos formados por
hidrocarburos (SEMARNAT., 2005). Mientras que los compuestos o0 contaminantes toxicos
son gases o particulas suspendidas en el aire, que pueden tener efectos a largo o corto plazo
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en la salud humana, en estos que estan incluidos metales pesados, el listado de 189
contaminantes considerados en esta categoria se puede consultar en SEDEMA 2016.

Para determinar la exposicién a los contaminantes, primero se realizé la geo-referenciacion
de la vivienda de cada una de las madres voluntarias, haciendo uso de las plataformas Google
Maps y Google My Maps. Las coordenadas obtenidas fueron validadas en cada caso, con el
fin de evitar errores. De las 88 voluntarias analizadas, se realiz6 la geo-referenciacion
satisfactoriamente en 74 casos (Figura 2A).

Haciendo uso del inventario de emisiones modelado de la Secretaria del Medio Ambiente,
de libre acceso y disponible para su descarga en la pagina web
http://www.aire.cdmx.gob.mx/, se obtuvo la concentracién anual para el 2014 de los
contaminantes atmosféricos en la ZMVM, generados por el software Motor Vehicle
Emission Simulator for México (MOVES-Meéxico). Este modelo secciona la ZMVM en
cuadres de un 1km? (Figura 2), lo que permite asignar una exposicion especial especifica a
cada voluntario.

Los datos del modelo en conjunto con las georreferencias validadas se cargaron al programa
ArcGIS Pro.

A cada una de las referencias geograficas se les asignaron tres zonas de influencia, con radios
de 250m, 500m y 750m, respectivamente (Figura 2B). Ya que la contaminacién producida
en los cuadrantes aledafios al que se encuentra ubicada la vivienda pueden estar influyendo
en el comportamiento del biomarcador, dado la importancia de la emisione de algunas fuentes
como las fijas.

La exposicion a cada uno de los contaminantes se estimd tomando el promedio de los
cuadrantes que interactuaron en cada zona de influencia.
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Figura 2. Representacion grafica del modelo 2. A) Distribucion espacial de las 74 viviendas
georreferenciadas. B) Radios de influencia tomados en cuenta.
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» 5.4 Determinacion el contenido de ADNmt placentario.

El ADN total de las 88 muestras se purificd mediante el método clasico de fenol- cloroformo.
Todas las extracciones se realizaron usando tejido proveniente de la cara fetal de la placenta
(tejido de origen fetal), que fue tomado del area circundante al cordon umbilical.

La pureza de los ADN extraidos fue analizada usando un NanoDrop Spectrophotomer ND-
1000, mediante las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230, adicionalmente se
realizaron electroforesis en geles de agarosa al 0.8% (P/V), para verificar la integridad.

El contenido relativo de ADNmt se determind haciendo uso del método de gPCR. En cada
reaccion se adicionaron los reactivos en cantidades y concentraciones especificados en la
Tabla 4, salvo en los controles sin templado (NTC) donde el templado fue remplazo por un
1 uL adicional de agua libre de nucleasas. Se empled el equipo Rotor Gene Q 6000 y el
reactivo KAPA SYBR® FAST gPCR (2X).

Tabla 4. Reactivos y volimenes usados por reaccion de gPCR

Reactivo Concentracion  Cantidad

KAPA Sybr Green 2X 5uL

: 5uM (hB2M)
Primer forward 3uM (hAMITO) 1 uL

: 5uM (hB2M)
Primer reverse 3uM (hMITO) 1 uL
Agua libre de nucleasas - 2 uL
Templete (ADN) 10 ng/ul 1 pL
Total 10 puL

Los primers empleados en este estudio se muestra en la Tabla 5. Estos fueron revisados del
articulo de Malik et al., (2011), quienes realizaron un analisis in silico para encontrar
secuencias Unicas del ADN gendmico y mitocondrial, disefiando primers contra el gen de la
beta-2-microglobulina hB2M (Gen nuclear), y contra una regién no codificante del ADNmt
hMITO.

Tabla 5. Informacion de los primers usados.

Primer Secuencia (5"---3") Gen blanco T A(r;l[)))llcon
hMITOF3 CACTTT CCA CAC AGA CAT CA D-loop regién no 129
hMITOR3 TGG TTA GGC TGG TGT TAG GG codificante del ADNmt

hB2M F1 TGT TCC TGC TGG GTA GCT CT . .
Beta-2-microglobulina 187

hB2M R1 CCT CCATGATGC TGC TTA CA
Secuencia, gen blanco y tamafio del amplicon (T. Amplicon) en pares de bases (pb).

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado, el promedio de los duplicados se utiliz6
para realizar los calculos posteriores.

El contenido relativo de ADNmt se calculd usando el método comparativo de Ct (Venegas
et al., 2011; Gonzalez-Hunt et al., 2016), empleando la siguiente formula:
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Contenido relativo de ADNmt =2 x 22¢t
ACt= Ct ADNnuc- Ct ADNmt

Para cada reaccion de gPCR se realizd la curva estandar del gen analizado, con lo cual se
determind la eficiencia y reproducibilidad de las reacciones. Dicha curva estandar se realizd
con 5 puntos, y un factor de dilucion 1:5. Los puntos fueron 100 ng/uL, 20 ng/uL, 4 ng/uL,
0,8 ng/uL y 0,16 ng/uL.

» 5.5 Determinacion del nimero de aductos de ADN en leucocitos de sangre materna
y de sangre de cordén umbilical.

La determinacion de aductos de ADN en leucocitos de sangre de cordon umbilical y sangre
periférica materna fue realizada previamente, utilizando el ensayo de postmarcaje con 2P,
por los doctores Pavel Petrosyan y Jorge Maciel Ruiz, como se describe en el articulo Maciel-
Ruiz et al., 2019.

> 5.6 Analisis estadisticos.

Para el andlisis del modelo 1 se compararon las concentraciones registradas los tres
contaminantes ambientales (PM1o, PM25y Oz) en la temporada de lluvias (de junio a octubre)
contra las reportadas en temporada seca (de enero a mayo y de noviembre a diciembre), para
los tres afios (2013, 2014 y 2015).

Los datos utilizados en las correlaciones fueron sujetos a una prueba de normalidad Shapiro-
Wilk, y dado que los datos no se comportan de manera normal; se realizo la correlacion de
Spearman de una cola. Todos los analisis descritos se realizaron el programa GraphPad Prism
8.0.1

Se realizaron correlaciones de Spearman, entre el contenido relativo de ADNmt y exposicion
media a PM1o, PM25y Og, en el ltimo mes, Gltimos dos meses y tercer trimestre. Asi como
con exposicion media a PM1o y PM25 en todo el embarazo. Los niveles de contaminante se
correlacionaron con peso, talla y edad gestacional del recién nacido, por altimo, con los
aductos medidos en sangre periférica materna y del cordén umbilical.

Adicionalmente, se agruparon las muestras de acuerdo con la fecha de nacimiento; en
temporada seca y de lluvias. Se compararon los grupos de temporada con una prueba de
muestras no pareadas de Mann Whitney. Posteriormente se separaron las temporadas por afio
de muestreo y se hicieron correlaciones entre el biomarcador con la exposicion a PMio en el
ultimo trimestre.

Por el otro lado, para el modelo 2 se realizaron correlaciones entre el contenido relativo de
ADNmMt placentario y exposicién a COT, COV, TOX, NOX, PM1o, PMz2s, y las respectivas
fuentes de emision.
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6. RESULTADOS

> 6.1 Poblacién de estudio.

En la Tabla 6 se consignan las caracteristicas de la poblacion de estudio. La edad materna
promedio fue de 29.8 afios con una desviacion estandar de 5.0 afios, en un rango de 21 a 41
afios. El 52.3% (46) de estas reportaron ser empleadas y el 38.6% (34) ser amas de casa; el
porcentaje restante (9.1%) no report6 ocupacion. El 69.3% de las madres han tenido uno o
dos partos, un 19.3 % tres 0 mas, con un maximo de siete partos.

Los recién nacidos tuvieron una edad gestacional promedio de 38.4 semanas, con una
desviacion estandar de 1.2 en un rango 36 a 41. Presentaron una talla y peso promedio de
49.7 cm y 3048.3 g, con una desviacion estandar de 2.3cm y 434.6 g respectivamente. El
47.7% de los neonatos fueron del sexo femenino, 47,7% masculino, del 4.5% restante no se
tiene registro.

Tabla 6. Caracteristicas de la poblacién de estudio.

Caracteristica Media +DE o
Numero (%)

Numero de binomios 88
Madres
Edad (afios) 29.7 5.0
Ocupacion

Empleada 46 (52.3)

Ama de casa 34 (38.6)

No reportado 8(9.1)
Paridad

1 29 (33.0)

2 32 (36.4)

>3 17 (19.3)

No reportado 10 (11.4)
Recién nacidos
Sexo

Femenino 43 (48.9)

Masculino 43 (48.9)

No reportado 2 (4.5)
Edad gestacional (Semanas) 38.4+1.2
Peso (g) 3048.3+434.6
Talla (cm) 49.7+23

Las variables cuantitativas continuas se describen con la media y desviacion estandar (DE), mientras
que las cualitativas y cuantitativas discretas con nimero de individuos y porcentaje (%).
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» 6.2 Comportamiento del PM1o PM25s y O3z en la ZMVM durante los afios de estudio
(Modelo 1)

Usando las bases de datos disponibles en el SIMAT, se grafico el comportamiento de PMyyo,
PM2s y Oz a lo largo de los afios 2013, 2014 y 2015 (Figuras 3 y 4). Los datos del 2013
fueron tomados en cuenta ya que la parte de gestacion de algunas de las mujeres reclutadas
se dio durante este afio.

En el caso del PM se ve una disminucion en la concentracion en todos los afios durante la
época lluviosa; meses de junio a octubre, y alcanza el pico més alto en la época seca; los
meses de noviembre a mayo.

Se realiz6 una comparacion de estadistica entre las concentraciones registradas del PM en la
época de lluvias y la seca, para lo cual se utilizd una prueba no paramétrica (Kruskal-Wallis)
dado que los valores no se comportan de manera normal. Para todos los afios, encontramos
una diferencia estadisticamente significativa (p<0.0001) entre las dos épocas del mismo afio.
Ademas, no se observaron diferencias estadisticas entre las temporadas de lluvia o entre las
de seca de los diferentes afios.

Particulas

(0]
o
1

(o2}
o
1

I
<

201

Concentracion (ug/m3)

N . NS . AN .
<</°%<Qp@'&@;v'&s\’%‘)@o%&o%o\\o\%&Qp®év°;¥'$%°°3°\>@°%"’%°§°\\o\%ﬁ%<é)@é@;«&%\’%\»@o%@%%&o\f
] L J

2013 2014 2015
- Lim. Anual PMyg o Lim. Anual PM, 5

Figura 3. Comportamiento de PM1o y PM 5 en la ZMVM durante los afios de estudio. Los datos
representados son las medianas e intervalos de confianza de los datos registrados por mes. La
abreviatura Lim. Anual hace referencia al promedio anual limite establecido en la NOM-025-SSA1-
2014 para PMyo y PM_s. PM1o: Material particulado de diametro aerodindmico igual o menor a 10
um, PM2s: Material particulado de diametro aerodinamico igual o menor a 2.5 um
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Por otro lado, las concentraciones registradas del Oz tampoco presentaron un
comportamiento normal por lo que nuevamente se usé la prueba Kruskal-Wallis. En este
caso, se encontraron diferencias significativas entre la temporada lluviosa 2014 con la seca
del mismo afio (p<0.0001) y lluviosas 2013 con la seca 2014 (P=0.0228). También se
presentaron diferencias estadisticas entre la época seca 2013 con la época seca 2015
(P=0.0172), y la temporada lluviosa 2014 con la lluviosa 2015 (P=0.0164) y seca de 2014
con la seca de 2015 (P=0.0031).
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Figura 4. Comportamiento del Oz en la ZMVM durante los afios de estudio. Los datos representados
son correspondientes a la mediana e intervalo de confianza de los datos registrados por mes. Oa:
Ozono, ZMVM: Zona Metropolitana del Valle de México.

» 6.3 Exposicion gestacional a PMio PM25y O3 (Modelo 1)

Se estimo la exposicion a PM1o PM2 s y Oz de cada binomio para el ler, 2do y tercer trimestre
tomando en cuenta la fecha de parto y las semanas de gestacion (Figura 5A, 5B y 5C). Se
observa que la mayoria de las participantes tuvieron una exposicion promedio a PMio
superior a lo establecido en la NOM-025-SSA1-2014, en caso de PM25 todas estan por
encima de lo permitido en esta misma norma.

El promedio de exposicion a PMio para el primer mes fue de 49.03 + 9.69 pg/m?, para el
bimestre fue 51.10 + 9.88 pug/m? y para el trimestre de 51.56 + 9.32 pg/m?3. Mientras que a
PM_ s para el primer mes fue de 24.5 + 2.99 pg/m?®, para el bimestre es de 25.44 + 2.64 pg/m?®
y para el trimestre es de 25.99 + 2.66 pug/m?3. Por ultimo, para la exposicion a Oz el promedio
en el primer mes fue de 28.77 +3.73 ppb, para el bimestre fue 28.79 +3.52 ppb y para el
trimestre de 27.89 +3.32 ppb.
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Figura 5. Exposicion media de los binomios a PM1o (A), PM25 (B) y O3 (C), en el Gltimo mes, ultimos
dos meses y Gltimos tres meses del embarazo. EI Lim. Anual (Lineas punteadas) hacen referencia a
la concentracion promedio anual limite establecido NOM-025-SSA1-2014 para PMio y PM2s. PMyg:
Material particulado de diametro aerodinamico igual o menor a 10 um, PM2s: Material particulado de didmetro
aerodinamico igual o menor a 2.5 um, Os: Ozono

» 6.4 Correlacion entre la contaminacion atmosférica (Modelo 1) y el contenido
relativo de ADNmt placentario

Se realizaron correlaciones entre el contenido de ADNmt placentario con los niveles de PM
y Os en las diferentes ventanas de tiempo (Figura 1). Los resultados de las diversas
correlaciones se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Correlaciones de Spearman entre el contenido relativo de ADNmt placentario y la
exposicion a PMio PM25Yy O3 en las diferentes ventanas de tiempo.

. PMyo PMgzs PMig.25 Os
Ventana de tiempo rho Rho rho rho
Ultimo mes 0.5372****  (0.181* 0.6028****  (0.4608****
Ultimos dos meses 0.6849**** 0.5626****  0.6770**** (.4748****
Tercer trimestre 0.7492****  0.6846****  0.7129**** 0.1682
Todo el embarazo 0.2128* -0.1693 0.4148**** -

*P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001
PMio: Material particulado de diametro aerodindmico igual o menor a 10 um, PMio.25: Material
particulado de diametro aerodinamico entre 10 um y 2.5 um, PM;s: Material particulado de diametro
aerodinamico igual o menor a 2.5 um, Os: Ozono

Se encontraron correlaciones positivas y significativas entre el nimero relativo de copias de
ADNmMt placentario con los niveles promedio de PM1o presentes durante el Gltimo mes de la
gestacion (rho=0.5372, P<0.0001), ultimos dos meses (rho=0.6849, P<0.0001), tercer
trimestre (rho=0.7492, P<0.0001), y todo el embarazo (rh0=0.2128, P=0.0465).

De manera similar, se evidenciaron correlaciones positivas y significativas con exposicion
media a PM2 en el tltimo mes (rho=0.1810, P=0.0458), los ultimos dos meses (rh0=0.5626,
P<0.0001) y el tercer trimestre del embarazo se observé la correlacion méas fuerte
(rh0=0.6846, P<0.0001).
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A si mismo, se observaron correlaciones positivas y significativas entre el contenido relativo
de ADNmt placentario y el PM1o.25 en el tltimo mes de la gestacion (rho=0.6028, P<0.0001),
ultimos dos meses (rho=0.6770, P<0.0001), tercer trimestre (rho=0.7129, P<0.0001), y todo
el embarazo (rho=0.4148, P<0.0001).

En el caso del O3 se observaron correlaciones positivas con el biomarcador y en el dltimo
mes (rho=0.4608, P<0.0001) y ultimos dos meses (rh0=0.4748, P<0.0001).

Las correlaciones entre el contenido relativo de ADNmt placentario con la exposicion
promedio de los binomios a PMz1o durante el Gltimo mes, ultimos dos meses y tercer trimestre
del embarazo se representa graficamente en la Figura 6.
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Figura 6. Correlacion entre los niveles de exposicion a PMyo en el Gltimo mes(A), altimos dos
meses(B) y tercer trimestre (C) del embarazo, con el contenido relativo de ADNmt placentario.
*Valor estadisticamente significativo (P<0.05). PM1o: Material particulado de diametro aerodinamico
igual o menor a 10 pm, ADNmt: ADN mitocondrial.

Asimismo, se correlaciono el nimero relativo de copias de ADNmt placentario con los
parametros perinatales (peso, talla, edad gestacional), edad materna y niveles de aductos en
leucocitos de sangre periférica materna y de cordén umbilical. Estos resultados se presentan
en la Tabla 8.
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Tabla 8. Correlaciones de Spearman entre el nimero de copias de ADNmt placentario y las medidas
perinatales, edad materna y aductos.

Variable vs. Contenido relativo de ADNmt placentario Rho

Edad Materna -0.1011
Peso fetal -0.0696
Talla fetal -0.0741
Edad gestacional al momento del parto -0.1055
Aductos en leucocitos de sangre materna 0.1816*

Aductos en leucocitos de sangre del cordén umbilical ~ 0.2739**
*P <0.05, **P <0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001
ADNmt: ADN mitochondrial.

Se observaron correlacién positivas y significativas entre el contenido relativo de ADNmt
placentario, y el nUmero aductos en sangre del cordon umbilical (rho=0.2739, P=0.0049), y
en leucocitos de sangre materna (rho=0.1816, P=0.0452)

Correlacion entre la temporada del afio y el contenido relativo de ADNmt placentario. Se
agruparon las muestras de acuerdo con la fecha de nacimiento, entre los partos dados en la
temporada de lluvias (de junio a octubre) y la seca (noviembre a mayo).

Al comparar el contenido relativo de ADNmt placentario del tejido de las muestras separadas
por temporada, se observa que los grupos son estadisticamente diferentes (P <0.0001).
Teniendo mayor el nimero de copias de ADNmt aquellos nacimientos que ocurrieron en la
temporada seca (Figura 7).
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Figura 7. Comparacion estacional del contenido relativo de ADNmt placentario. Media y rango inter-
cuartil. Diferencias estadisticas hallada con un test de muestra no pareadas Mann Whitney (P
<0.0001). Tamafio muestral: seca= 58 lluvias=30 n=88. ADNmt: ADN mitocondrial

32



Adicionalmente se separaron las muestras por afio de muestreo y temporada, obteniendo
cuatro grupos (seca 2014, lluvia 2014, seca 2015 y lluvia 2015). Se realizaron correlaciones
entre la exposicion media en el tercer trimestre a PMyo de cada grupo, con el contenido
relativo de ADNmt (Figura 8). Se evidenciaron correlaciones positivas y estadisticamente
significativas entre el biomarcador con la concentracion de PMyg en la temporada seca 2014
(rh0=0.5045, P=0.0003), de lluvia 2014 (rho=0.7866, P=0.0157) y lluvia 2015 (rho= 0.6485,
P=0.0015).
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Figura 8. Correlacion entre los niveles de exposicion a PMig en el tercer trimestre del embarazo, con
contenido relativo de ADNmt placentario agrupado por temporadas. A) Secas 2014, B)Lluvias 2014,
C) Secas 2015. D) Lluvias 2015. *Valor estadisticamente significativo (P<0.05). Tamafio muestral:
Seca 2014= 46, Lluvias 2014= 9, Seca 2015=12, Lluvia 2015= 21. PM1,: Material particulado de
diametro aerodinamico igual o menor a 10 pm, ADNmt: ADN mitocondrial.

» 6.5 Exposicién gestacional a contaminacion atmosférica (Modelo 2)

La concentracion anual a la que estuvieron expuestas las madres a los contaminantes COT,
COV, TOX, NOX, PM1oy PM2s, estimados por el tipo de fuentes de emision que las produjo,
se muestra en la Tabla 9. Estas concentraciones se calcularon de acuerdo con la localizacion
geo-referenciada del domicilio de las voluntarias y la informacién disponible del inventario
de emisiones modelado. Se tomaron en cuenta tres tamafios de areas de influencia que
podrian estar afectando al biomarcador, correspondientes a radios de 250, 500, y 750m
alrededor de sus domicilios.
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Tabla 9. Valores de exposicidn a contaminantes atmosféricos (Toneladas/afio)
Radio del area de influencia (metros)

Contaminante y fuente 750 500 250
Med RIQ Med RIQ Med RIQ
PMio
Fuentes de area 8.228 [5.251,14.84] 8.075 [4.99, 15.45] 7.072 [4.165, 13.91]
Fuentes puntuales  0.254 [0.008, 1.792] 0.137 [0, 1.341] 0.005 [0, 0.5605]
Fuentes moviles 3.045 [1.557,6.3] 2.916 [1.505, 6.21] 3.026 [1.416, 6.358]
Fuentes naturales  0.015 [0.002, 0.036] 0.014 [0, 0.035] 0.013 [0, 0.03405]

Total de emisiones  14.76 [8.436,25.86] 14.02 [8.48, 24.41] 12.24 [7.44,22.28]
PMa2s
Fuentes de area 3.014 [2.362,4.561] 3.020 [2.39,4.495] 2.918 [2.266, 4.535]

Fuentes puntuales  0.149 [0.005, 1.172] 0.077 [0, 0.684] 0.004 [0, 0.424]
Fuentes moviles 1.675 [0.813,3.651] 1.566 [0.81, 3.449] 1.655 [0.776, 3.152]
Fuentes naturales  0.004 [0.001, 0.009] 0.003 [0, 0.009] 0.003 [0, 0.008]

Total de emisiones  6.483 [3.863, 10] 5.484 [3.77,10.04] 535 [3.313, 8.625]
cov
Fuentes de area 125.4 [94.93, 150] 119.3 [98.4, 150.5] 126.7 [95.79, 153.7]
Fuentes puntuales  2.587 [0.449, 35.39] 1.408 [0.03, 10.47] 0.256 [0, 6.798]
Fuentes moviles 34.26 [22.12,66.9] 35.27 [20.9,70.24] 35.73 [21.79, 63.47]
Fuentes naturales  0.317 [0.145,0.702] 0.292 [0.14, 0.643] 0.238 [0.143, 0.625]
Total de emisiones 205.6 [130.5,249.3] 186.8 [129.2,242.2] 186 [128.7, 245.6]
TOX
Fuentes de area 47.02 [37.17,55.67] 44.62 [37.84,55.3] 45.93 [36.48, 59.57]
Fuentes puntuales 0.8 [0.044,9.52] 0.246 [0, 3.205] 0.05 [0, 1.37]
Fuentes mdviles 10.24 [5.894,17.95] 10.26 [5.505,19.31] 9.477 [6.283,16.91]
Fuentes naturales  0.077 [0.038,0.223] 0.075 [0.038,0.200] 0.064 [0.037,0.196]
Total de emisiones 70.37 [47.59,90.66] 62.83 [44.72,83.07] 66.99 [45.23, 80.86]

COoT
Fuentes de area 153.3 [124.1,186.7] 147.8 [126,186.7] 156.1 [123.6, 190.9]
Fuentes puntuales 2.935 [0.499,35.86] 1.52 [0.029,13.24] 0.272 [0, 6.949]
Fuentes moviles 35.81 [23.25,71.05] 36.89 [22.31,73.85] 38. [22.87, 66.99]
Fuentes naturales  0.317 [0.144,0.702] 0.292 [0.144,0.643] 0.238 [0.143, 0.625]
Total de emisiones 237.8 [158,290.7] 222 [154.3,279.9] 229.5 [156.1,282.7]
NOX
Fuentes de area 4.441 [3.314,5.682] 4.087 [3.244,5.142] 4.2 [2.979, 5.519]
Fuentes puntuales  0.384 [0.043,3.862] 0.225 [0, 1.726] 0.079 [0, 1.052]
Fuentes moviles 50.71 [27.05,107.6] 50.71 [26.26,103.5] 51.21 [24.95,103.8]
Fuentes naturales  0.056 [0.052, 0.063] 0.055 [0.051,0.060] 0.055 [0.052,0.058]
Total de emisiones 62.06 [37.11,120.8] 59.36 [35.76,122.5] 60.18 [33.7,112.5]
R1Q: Rango inter-cuartil [25%, 75%], Med: Mediana, PM1o: Material particulado de didmetro aerodindmico
igual 0 menor a 10 um, PM;s: Material particulado de diametro aerodinamico igual o menor a 2.5 ym, COV:
Compuestos organicos volatiles, TOX: Compuestos tdxicos, COT: Compuestos organicos totales NOX:
Oxidos de nitrégeno

» 6.6 Correlacion entre la contaminacién atmosférica (Modelo 2) y el contenido
relativo de ADNmt placentario.

Los resultados de las diversas correlaciones realizadas entre los contaminantes con sus
respectivas fuentes de emision y el contenido relativo de ADNmt se muestran en la Tabla
10.
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Se obtuvieron dos correlaciones marginalmente significativas (P<0.06) entre el nimero de
copias de ADNmt y los niveles de compuestos orgénicos toxicos provenientes de fuentes
naturales (rho= -0.1789), asi como de fuentes puntuales de PMio (rho= 0.189), ambas

correspondientes al radio de influencia de 500m.

Tabla 10. Correlaciones de Spearman entre los diferentes contaminantes y el contenido

relativo de ADNmt placentario.

Radio del area de influencia (metros)

Contaminante y fuente 750m 500m 250m
rho rho rho
Fuentes de area 0.027 -0.016 0.130
o Fuentes puntuales 0.162 0.189 # 0.022
> Fuentes moviles 0.044 0.058 0.067
o Fuentes naturales 0.034 -0.008 0.011
Total de emisiones 0.048 0.058 0.113
Fuentes de area 0.090 0.076 0.116
0 Fuentes puntuales 0.175 0.167 0.022
s Fuentes moviles 0.044 0.070 0.081
o Fuentes naturales 0.030 -0.021 0.009
Total de emisiones 0.120 0.153 0.088
Fuentes de area 0.164 0.148 0.067
> Fuentes puntuales 0.109 0.163 0.016
@) Fuentes moviles 0.015 0.021 0.032
o Fuentes naturales -0.178 -0.179 -0.163
Total de emisiones 0.102 0.162 0.102
Fuentes de area 0.097 0.120 0.013
x Fuentes puntuales -0.042 0.111 -0.031
®) Fuentes moviles 0.030 0.036 0.060
= Fuentes naturales -0.178 -0.186 # -0.153
Total de emisiones -0.027 0.120 -0.003
Fuentes de area 0.126 0.114 0.023
- Fuentes puntuales 0.108 0.164 0.015
@] Fuentes moviles 0.010 0.017 0.024
© Fuentes naturales -0.178 -0.179 -0.163
Total de emisiones 0.081 0.137 0.059
Fuentes de area 0.110 0.054 0.023
> Fuentes puntuales 0.105 0.118 0.016
(@) Fuentes moviles 0.031 0.048 0.049
< Fuentes naturales 0.066 0.140 0.173
Total de emisiones 0.102 0.137 0.062

#P<0.06 (Marginal) *P < 0.05, PM1o: Material particulado de didmetro aerodindmico igual o menor
a 10 um, PM_,s: Material particulado de diametro aerodinamico igual o menor a 2.5 um, COV:
Compuestos organicos volatiles, TOX: Compuestos téxicos, COT: Compuestos organicos totales
NOX: Oxidos de nitrégeno.
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7. DISCUSION

» 7.1 Comportamiento del PM1o PM2sy Os en la ZMVM durante los afos de estudio
(Modelo 1).

En la ZMVM se alcanzan concentraciones de contaminantes atmosféricos que superan las
recomendaciones de la OMS, asi como los limites establecidos en la NOM, causando que se
clasifique la calidad del aire como mala, la mayoria de los dias del afio (SEDEMA, 2020).
En esta zona se presenta dos epocas marcadas del afio, que modifican el comportamiento de
los contaminantes atmosféricos; la época de lluvias que comprende de junio a octubre y la
época seca que va desde noviembre a mayo.

En la grafica de comportamiento del PM (Figura 4), se observan diferencias en las
concentraciones registradas entre la época de lluvias y secas durante los tres afios (P<0.001).
Ademaés, no se encontraron diferencias entre las tres temporadas de lluvias o las de secas, es
decir que a lo largo de los afios se mantiene el comportamiento de mayores concentraciones
en secas con medianas similares, y bajas concentraciones en lluvias. Estos datos son acordes
a lo reportado por el SIMAT, ya que por las lluvias se da la precipitacion del PM, y por ende
una menor concentracion en el aire (SEDEMA, 2017).

Mientras que en la Figura 5, los valores maximos registrados para el Oz no superan el limite
permitido, debido a que los datos usados para construir la figura corresponden al promedio
diario, mientras que el limite para este contaminante se establece en periodos de 1 o 8 horas
(NOM-020-SSA1-2014).

Al observar la grafica (Figura 5) se ve un pico entre los meses marzo a junio todos los afios,
época donde se registra con mayor frecuencia concentraciones de Oz que superan los limites
permitidos. Esto se debe al origen fotoquimico del contaminante; que se da al exponer NOX,
oxidos de azufre (SOX), algunos hidrocarburos, COV, entre otros a radiacion ultravioleta
(SEDEMA, 2017 y SEMARNAT, 2005) y los dias mas largos, despejados, con pocos vientos
que se dan en estos meses. Es decir que el comportamiento del Oz no esta directamente ligado
al régimen de lluvias, sino a la intensidad luminica y duracion de los dias, que se presenta en
las diferentes épocas del afio; razén por la cual no se encontraron diferencias estadisticas para
el Oz entre época de lluvias y secas.

» 7.2 Exposicion gestacional a PMio PM25y Oz (Modelo 1)

La exposicion a contaminacion atmosférica durante la gestacion y crecimiento del recién
nacido causa efectos adversos en el embarazo, en el parto y largo plazo en la salud del infante
(Perera, 2018). Los limites impuestos en la NOM para los contaminantes criterios son
superiores a los recomendados por la OMS (SEDEMA, 2017). Pese a ello como se puede
evidenciar las figuras 3A, 3B, la mayoria de las mujeres embarazadas estuvieron expuestas
a concentraciones de PM1o superiores al limite, y en la totalidad de las madres a valores
superiores al limite de PM2s.

36



Esto no ocurre con la exposicion a Oz (Figura 5C) ya que como se explico previamente los
datos reportados en este trabajo estan calculados en términos de 24 horas, mientras que la
norma esté establecida en intervalos de tiempo menores (NOM-020-SSA1-2014).

» 7.3 Correlacion entre la contaminacion atmosférica (Modelo 1) y el contenido
relativo de ADNmt placentario.

Nosotros encontramos una modulacion positiva del nimero de copias relativas de ADNmt
placentario correlacionado con la concentracion de PM1o, PM2sYy Os a la que fue expuesta la
madre durante la gestacion en las ventanas de tiempo analizadas; con PM1o en el Gltimo mes,
ultimos dos meses, Gltimos tres meses y todo el embarazo, con PM2 Gltimo mes, Gltimos
dos meses y ultimo trimestre, asi como con el Oz en el Gltimo mes y Gltimos dos meses (Tabla
7'y Figura 7).

Estos resultados son contrarios a los antecedentes directos de exposicion gestacional a
contaminacion atmosférica, asociados con el contenido de ADNmt de placenta humana
reportados por Janssen et al. en el 2012; Clemente et al., (2015) y (2017), donde se
encontraron asociaciones negativas entre la exposicion a PM1g y NOz con el biomarcador.

Sin embargo, es coherente con mdltiples estudios donde se observaron correlaciones y
asociaciones positivas entre contaminantes del aire y el namero de copias de ADNmt, en
diferentes modelos de exposicion y tejidos analizados (Tabla 11). Como los hallazgos de
Breton et al., (2019) donde observaron un mayor nimero de copias de ADNmt en sangre de
cordon umbilical asociado con una mayor exposicion a contaminantes del aire relacionados
con el trafico. O los resultados de Cao et al., (2020), quienes encontraron una relacion
positiva entre concentracion de HAP en orina materna y mayor nimero de copias de ADNmt
en sangre de cordon umbilical, asi como un menor desarrollo neuroldgico del nifio a los dos
afios.

También se ha observado la misma tendencia en trabajos de exposicidén ocupacional, como
lo hecho por Pavanello et al., (2013) donde los trabajadores polacos expuestos a HAP
presentan mayor nimero de copias de ADNmt en sangre periférica. O el realizado en 2010
por Hou et al., (2010) donde se asocio la exposicion a PM con un mayor contenido de ADNmt
en leucocitos de sangre periférica de empleados de una fabrica fundidora de acero en Brescia,
Italia. También la investigacion de Carugno et al., (2012), donde encontré en tres ciudades
italianas que los trabajadores expuestos a benceno en bajas dosis presentan un mayor nimero
de copias de ADNmt en sangre periférica.

Aunado a lo mencionado, hay investigaciones realizadas in vitro como el trabajo de Eom et
al., (2011), donde observaron un incremento del nimero de copias cuando se exponen a
benceno cultivos primarios de células mononucleares periféricas, células madre
hematopoyéticas y lineas celulares de leucemia (K562 y MOLT-4). Asi como un aumento en
la masa mitocondrial y un incremento del potencial de membrana.
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Ademas del estudio de Kim et al., (2014), realizado en la linea celular THP-1 e in vivo en
embriones de pez cebra, se observd un aumento drastico del nimero de copias del ADNmt
con la exposicion a fluoranteno y pireno.

Lee y colaboradores en el 2000 encontraron que el estrés oxidante induce la replicacion del
ADNmt al exponer a células MRC-5 a HO., al observar un incremento del contenido del
material genético de la mitocondrial, ademas de un aumento de la masa en las mitocondrias.

Tabla 11. Estudios donde se ha asociado la exposicion a contaminantes atmosféricos con el aumento
del contenido relativo de ADNmt.

Tipo de . .
expOSICi6N Muestra Contaminante Efecto Referencia
- 1 Contenido (Pavanello et al,
Sangre periférica HAP de ADNmt 2013)
. ol 1 Contenido (Hou et al,
Ocupacional Sangre periférica PM de ADNmt 2010)
el . . 1 Contenido  (Carugno et al,
Sangre periférica Benceno (bajas dosis) de ADNmt 2012)
Placenta B-hexaclorociclohexano 1 Contenido (Vriens et al,
Arsénico de ADNmt 2017)
. Sangre de corddn 1 Contenido (Breton et al,
Gestacional umbilical TRAP de ADNmt 2019)
Sangre de corddn 1 Contenido
umbilical HAP de ADNmt (Cao et al, 2020)
PBMC 1 Contenido (Eom et al
HCM Benceno de ADNmt 2011) '
K562y MOLT-4
In Vitro i . 1 Contenido (Kim et al,
THP-1 Fluoranteno y pireno de ADNmt 2014)
) 1 Contenido
MRC-5 H,0; de ADNmt (Lee et al, 2000)
. . . 1 Contenido (Kim et al,
In Vivo Embriones de pez cebra  Fluoranteno y pireno de ADNmt 2014)

H20.: Perodxido de hidrégeno, HAP: Hidrocarburos aromaticos policiclicos, HCM: Miocitos
cardiacos humanos primarios, K562: Linea celular de leucemia mieloide crénica, MOLT-
4: leucemia linfoblastica aguda humana de células T, MRC-5: Cepa celular 5 del Consejo de
Investigacion Médica de Reino Unido, PBMC: Células mononucleares de sangre periférica,
PM: Material particulado, TRAP: Contaminantes del aire relacionados con el trafico, THP-1:
Linea celular monocitica de leucemia humana.

Se ha propuesto que este aumento del numero de copias del ADNmt se da por dos razones,
la primera es fungir como un mecanismo de proteccion por abundancia, diluyendo el namero
de lesiones por kilo base, y para compensar las copias dafiadas (Dannenmann et al., 2017).
La segunda es estimular la proliferaciéon mitocondrial con el fin de satisfacer la demanda
energética requerida para la sintesis de proteinas y la reparacion de dafios inherentes al estrés
oxidante. (Lee y Wei., 2000; Carugno et al., 2012).

Sin embargo, dicho aumento de mitocondrias disfuncionales puede conducir a una mayor
produccion de ROS y finalmente la liberacion de sefiales de muerte celular como el citocromo
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C (CytC) y el factor inductor de la apoptosis (AIF) (Lee y Wei, 2005; Van Houten et al.,
2006).

Malik y Czajka, (2013) proponen el aumento en el nimero de copias de ADNmt como
biomarcador de disfuncion mitocondrial, esto basado en que el dafio al material genético por
estrés oxidante desemboca en la replicacion del ADNmt. Como consecuencia, se da un
aumento en la cuantificacién de copias funcionales, asi como de fragmentos dafiados que no
se eliminan correctamente. Se ha evidenciado que las copias dafiadas del ADNmt en
condiciones de estrés oxidativo son liberadas al citoplasma y a la matriz extracelular,
estimulando la produccidn de interleucinas proinflamatorias (Chen et al., 2018).

Adicionalmente, se sabe que la contaminacion del aire es fuente de estrés oxidante en las
células. Ejemplo de ello, es que el PM puede tener adherido en su superficie diversos
compuestos como; radicales libres, HAP, nitro-HAP, metales de transicion que catalizan la
reaccion de Fenton, entre otros materiales que producen directa o indirectamente ROS
(Lodovici y Bigagli., 2011). Ademas, el PM al ingresar al organismo como un cuerpo extrafio
produce inflamacion, factor que contribuye a generar estrés oxidante (Saenen et al., 2019).

También se ha observado que los contaminantes atmosféricos pueden causar estrés oxidante
especificamente en el tejido placentario; como lo demuestran los trabajos de Rossner et al.,
(2011) y Saenen et al., (2016), donde se asocié un incremento de la exposicion a PM2s con
una mayor cantidad de 8-OHdG y 3-NT respectivamente.

Adicionalmente, se ha demostrado que el ADNmt es de 3 a 10 veces mas susceptible al dafio
causado por estrés oxidante, que el ADNnuc (Van Houten et al., 2006). Nosotros
encontramos en este estudio, que el aumento del contenido relativo de ADNmt se
correlaciona positivamente con los niveles de PM, los HAP y el Os, detectados en el aire
atmosférico en los ultimos meses del embarazo. Maciel-Ruiz et al., (2019) encontré una
correlacion positiva y significativa entre las concentraciones de O3 durante el Gltimo mes del
embarazo y los niveles de 8-isoprostano prostaglandina F2a (PGF2, en plasma materno; este
metabolito es un reconocido biomarcador de estrés oxidante. Ademas, se sabe que también
las particulas inducen estrés oxidante y aductos (Figura 9), lo que en conjunto podrian
originar el aumento de copias del ADNmt.
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Figura 9. Imagen resumen. Planteamos que el aumento del nimero de copias de ADNmt placentario
se debe a mecanismos compensatorios al dafio inducido por la contaminacién atmosférica. ADNmt:
ADN mitocondrial HAP: Hidrocarburos aromaticos policiclicos, PM: Material particulado. ADNmt:
ADN mitocondrial.

Por otra parte, en investigaciones previas de nuestro grupo de trabajo donde se empled una
cohorte que incluye las muestras analizadas en el presente estudio. Se encontr6 una
correlacion positiva entre los aductos en sangre de cordén umbilical con la exposicién a PMig
y PMazs, presentando la correlacion mas fuente con la fraccién fina (PM2s) que esta
enriquecida con HAP (Salcido-Neyoy et al., 2015).

Esto sugiere que los HAP presentes en la contaminacion atmosférica de ZMVM llegan hasta
los tejidos fetales (incluyendo la placenta) y forman aductos. Dafio que cobra especial
relevancia en la mitocondria, ya que esta carece del mecanismo NER encargado de reparar
los dafios que causan estas deformaciones del ADN (Lee y Wei, 2000; Lee y Wei, 2005).

En otra investigacion de nuestro grupo de trabajo se evidencid la expresion de la proteina
CYP1B1enel tejido placentario, siendo esta mayor en la cara fetal comparado con la materna
(Huitron, 2022). Esta proteina esta involucrada en el metabolismo de estrogenos, sin
embargo, también puede participar en el metabolismo e inactivacion de xenobio6ticos como
los HAPs, por lo cual una alta concentracion proteica de este citocromo puede promover la
formacion de aductos (Sadikovic y Rodenhiser, 2012).

Adicionalmente, se ha observado que los HAP y sus metabolitos tiene una mayor afinidad
por el ADNmt en comparacion con el ADNnuc, por ejemplo, el B[a]P tiene una afinidad 40
a 90 veces mayor por el ADNmt (Allen y Coombs, 1980; Backer y Weinstein, 1982). Ello
podria ocurrir porque en la mitocondria se expresa el citocromo 1B1 asociado a la generacion
del B[a]P diol-epoxido que se une al ADN generando aductos y a la incapacidad de la
mitocondria de reparar estos aductos voluminosos (Lee y Wei, 2000; Lee y Wei, 2005).
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Se ha reportado que en la CDMX el B[a]P es el segundo HAP mas abundante en la fraccion
ultrafina del PM (Morales-Rubio et al., 2019). También se sabe que esta misma fraccion
tiende a acumularse en la mitocondria (Grandjean et al., 2008).

Posiblemente por estas mismas razones, se observa una asociacion positiva entre el nimero
relativo de copias de ADNmt placentario con el numero de aductos en sangre de cordon
umbilical y sangre periférica materna (Tabla 8). Aunque no se cuantificaron los aductos
directamente en el ADNmt placentario, los niveles de estos nos sugieren la magnitud del
dafio causado en el tejido fetal, mismo que se correlaciona con el nimero de copias de
ADNmMt. Respaldando el planteamiento: a mayor dafio, mayor nimero de copias de ADNmt

Sin embargo, proponemos que el aumento del contenido del ADNmt no continua
indefinidamente. Existen reportes como el realizado por Li et al. (2020), donde se observa
que a exposiciones bajas a benceno hay un aumento del contenido del ADNmt, pero a altas
concentraciones no se encuentra ninguna asociacion, lo que sugiere que llega un punto donde
el nimero de copias no cambia, aunque, se desconoce si varia la relacion copias
funcionales/copias dafadas.

Finalmente, la exposicion prolongada a los contaminantes o concentraciones mayores de
estos provoca la muerte celular programada y, por ende, la reduccion del nimero de copias.
Lo que podria explicar los trabajos donde se observa una relacion negativa entre
concentracion de contaminante y el contenido relativo de ADNmt placentario.

Por otro lado, el comportamiento del biomarcador correlacionado con la estimacion de
exposicién a PMio-25 no es el esperado. Ya que se observan correlaciones mas fuertes con
esta fraccion que con la fraccion fina (PM2s) (Tabla 7), la cual por su tamafio es la que ingresa
con mayor facilidad al torrente sanguineo y a la placenta. Este comportamiento nos sugiere
que la fraccion PM1o.25 tiene altas concentraciones de agentes que pueden dafiar y/o modular
el contenido de ADNmt placentario.

En cuanto a la comparacion entre el contenido relativo de ADNmt placentario en las
temporadas del afio, al agrupar los partos de la temporada de lluvias y la temporada de secas,
encontramos diferencias en numero relativo de copias de ADNmt entre los dos grupos (P
<0.0001), siendo mayor el contenido en la temporada que presenta niveles superiores de
contaminantes atmosféricos (Figura 7). Estos resultados son coherentes con las
observaciones realizadas en nuestro grupo de trabajo por la doctora Garcia-Suastegui et al.
(2010), donde se encontré variacion temporal de la cantidad de aductos presentes en sangre
periférica de adultos jovenes, causada por la estacionalidad en la CDMX. Asi como el trabajo
del doctor Maciel-Ruiz et al. (2019) donde se reporta mayor nimero de aductos en sangre
materna y de cordon umbilical en la época seca.

Continuando con los andlisis realizados tomando en cuenta la temporada del afio, se denota
en la figura 8 una fuerte correlacion entre el contenido relativo de ADNmt placentario y PM1g
en la temporada de lluvias de los dos afios, y menor en la temporada seca. Esto posiblemente
se deba a que en esta Ultima temporada hay mayores concentraciones de otros contaminantes
atmosféricos que pueden llegar a modular el biomarcador, enmascarando el efecto PM.
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Por otro lado, es importante resaltar que el Oz es un oxidante fuerte, cuyos efectos en el
cuerpo estan descritos principalmente en sistema respiratorio, al ser es el punto por donde
entra al organismo (Contreras et al., 2013). Pese a esto, se encontr6 una correlacion positiva
entre exposicion promedio a Oz y el contenido de ADNmt placentario (Tabla 4). Lo que
sugiere que existe algin mecanismo por el cual el contaminante podria modular el
biomarcador.

Este contaminante no es el Unico gas que se ha visto correlacionado con el contenido de
ADNmMt placentario, Clemente et al. (2015) y (2017) encontraron una asociacion negativa
entre el biomarcador con los niveles de exposicion prenatal a NO2, gas cuyos efectos
principales también son en el sistema respiratorio.

El mecanismo por el cual gases tan reactivos tienen efectos en la placenta, ain se desconoce,
pero podria estar ligado a la produccion de moléculas proinflamatorias de los tejidos
maternos dafiados, las cuales pueden llegar a la placenta (Luyten et al., 2018)

» 7.4 Correlacion entre la contaminacion atmosférica (Modelo 2) y el contenido
relativo de ADNmt placentario.

De las multiples correlaciones realizadas, solamente se encontraron dos resultados
estadisticamente marginales (Tabla 10). Esto contrasta con los datos mostrados
anteriormente (Tabla 7) donde se observa una fuerte correlaciones entre el contenido de
ADNmt y la exposicion a contaminantes, especificamente al PM en los dos diametros
aerodinamicos analizados.

Esto posiblemente se deba a que el modelo 2 de exposicion, tiene una muy buena resolucion
espacial (Figura 2) pero una baja resolucion temporal, dado que los valores de exposicién
obtenidos estan reportados en toneladas promedio por afio y no distinguen los cambios
estacionales en las concentraciones de contaminantes que ocurren a lo largo del afio por la
presencia de las lluvias. Y como se discutio en el apartado anterior la temporada afecta el
comportamiento del biomarcador empleado (Figura 7)

Ademas, el ADNmt como lo sugieren los datos presentados en los apartados anteriores, tiene
una ventana de sensibilidad en el tltimo trimestre (tabla 7). Siendo esto concordante con lo
reportado por Janssen et al. (2012), donde reportaron una relacion fuerte entre el ADNmt
placentario y la exposicion PMyo desde la Gltima semana hasta el tercer trimestre, siendo este
el punto de mayor asociacion, y posteriormente decae abruptamente. Y de manera parcial
con lo reportado por Rosa et al. (2017), quienes proponen que la ventana de sensibilidad a
contaminacion ambiental para este biomarcador se da de la semana 35 a la 40.
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8. LIMITACIONES

Reconocemos que este trabajo presenta limitaciones. Al memento del parto se recolecto por
cada voluntaria el tejido placentario; representando una Unica muestra por cada madre en la
culminacion de la gestacion. EIl contenido relativo de ADNmt placentario lo extrapolamos
con la exposicion estimada a contaminantes en diferentes ventanas de tiempo previas al
momento de dar a luz. Sin embargo, en las ventanas de tiempo mas grandes, desconocemos
si la ausencia de asociaciones se debe a que el biomarcador no es modulado por el
contaminante, o porque la muestra no refleja lo ocurrido en dicho momento, dada naturaleza
dinamica del ADNmt.

Por otra parte, se emplearon criterios de inclusion para asegurar que todos los recién nacidos
del estudio fueran nifios sanos, esto pudo causar que no se evidenciaran las asociaciones con
el peso y talla, al excluir los nacimientos pretérminos.

También reconocemos que los valores de exposicion estimados para cada madre son
calculados con informacidn del aire exterior. Este valor va a variar al interior de los hogares
dependiendo de los habitos y cuidados de cada madre.

9. PERSPECTIVAS

Este trabajo explora las correlaciones entre el nimero relativos de copias de ADNmt
placentario con la exposicion gestacional a contaminantes atmosféricos y abre la puerta a
diversos andlisis que complementen y comprueben lo planteado. En primera instancia
determinar el dafio del ADNmt placentario, ademas de evaluar la funcion mitocondrial en las
placentas en las muestras empleadas en este estudio, nos daria herramientas para dilucidar
porque se esta modulando el biomarcador.

También muestra la necesidad de estudios in vitro, ya que no encontramos ningdn estudio
donde se analice el ADNmt en células expuestas a PM de manera aguda o crdnica para
estudiar la relacion dosis-respuesta. Adicionalmente también seria importante realizar
estudios in vivo en modelos murinos, donde se puedan controlar maltiples variables
ambientales que pueden llegar a influir en el biomarcador
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10. CONCLUSION

Se encontraron correlaciones positivas entre el contenido relativo de ADNmt y la exposicion
gestacional a PM1g, PM25sy Os. Asi mismo con el nimero de aductos en leucocitos de sangre
materna y de sangre del cordon umbilical en. Estos hallazgos sugieren que el aumento de
ADNmt placentario podria constituir una respuesta a los dafios causados por el estrés
oxidante y aductos inducidos por la contaminacion atmosférica.
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