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Resumen

Alteraciones en la transmisién dopaminérgica han sido relacionadas
con padecimientos motores y de estado de animo, como las enfermedades
de Parkinson y de Alzheimer, la depresion y la ansiedad. Asi mismo, el
desarrollo de trastornos neuroldgicos se ha asociado con el incremento de
contaminantes ambientales como el material particulado. Las particulas finas
(PF) y las particulas ultrafinas (PUF) pueden ingresar al sistema nervioso
central e inducir en el neoestriado estrés oxidante, inflamacion, afectar los
niveles de neurotransmisores como la dopamina (DA), la densidad y la
sefializacion de los receptores a dopamina D, (D2Rs) e inducir activacion
glial. En este trabajo evaluamos si la exposicion in vitro e in vivo a las PF y
PUF concentradas altera la transmision dopaminérgica estriatal y la
locomocion de la rata.

En la exposicion in vitro se expusieron a las PF y PUF:
1) sinaptosomas estriatales para evaluar efectos en la captura y la liberacion
de dopamina tritiada ([*H]-DA); y 2) membranas estriatales o de células
CHO-K1 transfectadas con la isoforma larga del D,R humano (hD, R) para
observar cambios en la afinidad y sefalizacion del receptor mediante
ensayos de unién de radioligando ([*H]-spiperona y [*H]-AMPc,
respectivamente). Asimismo, se llevo a cabo una exposicién in vivo para
evaluar mediante campo abierto la locomocion de los animales posterior a la
exposicion a aire filtrado (AF), PF o PUF, y se emplearon sinaptosomas o
membranas estriatales de las ratas expuestas aguda 6 subcrénicamente
para evaluar los parametros mencionados.

La exposicién in vitro a las PF y PUF inhibi6 la captura de [*H]-DA y
aumento su liberacion por los sinaptosomas, mientras que en las membranas
estriatales aumento la afinidad de los D;Rs por la DA. Analogamente, en las
membranas celulares, las particulas incrementaron la afinidad del hD, R por
la DA, efecto reflejado en su capacidad para inhibir la formacién de AMPc. La
exposicion in vivo aguda y subcrénica disminuyé la actividad motriz de la

rata. Conjuntamente, la exposicién aguda aumenté la liberacién de [*H]-DA y



disminuy6 la densidad de los D,Rs y la exposicion subcrénica disminuyé la
captura de [*H]-DA sin alterar la liberacién de [*H]-DA o la densidad de los
D2Rs.

Los resultados mostraron que la exposicion a las PF y PUF induce
cambios dependientes del tamafio de las particulas, siendo mas evidentes
ante la exposicion a PUF, y altera la transmision dopaminérgica estriatal y la

locomocién de la rata.



Abstract

Alterations in dopaminergic transmission have been related to motor
and mood disorders such as Parkinson's and Alzheimer's disease, depression
and anxiety. Likewise, the development of neurological disorders has been
associated with the increase of environmental pollutants such as particulate
matter. Fine particulate matter (FP) and ultrafine particulate matter (UFP) can
enter the central nervous system and induce oxidative stress, inflammation,
affect the levels of neurotransmitters such as dopamine (DA), the density and
signaling of dopamine D, receptors (D,Rs), and induce glial activation in the
striatum. In this work, we evaluated whether the in vitro and in vivo exposure
to concentrated FP and UFP alters striatal dopaminergic transmission and
locomotion in the rat.

In the in vitro studies, we exposed to FP and UFP: 1) striatal
synaptosomes to assess effects on tritiated dopamine ([*H]-DA) uptake and
release; and 2) striatal or CHO-K1 cells transfected membranes with the long
isoform of human D,;R (hD,LR) to observe changes in receptor affinity and
signaling by radioligand binding assays ([*H]-spiperone and [*H]-AMPc,
respectively). In an in vivo exposure, locomotion of animals was assessed by
the open field test following exposure to filtered air (FA), FP or UFP, and
synaptosomes or striatal membranes from acutely or subchronically exposed
rats were obtained to evaluate the aforementioned parameters.

FP and UFP in vitro exposure inhibited [*H]-DA uptake and increased its
release in synaptosomes, whereas in striatal membranes both particles
increased the affinity of D,Rs for DA. Similarly, in cell membranes the particles
increased the affinity of hD,LRs for DA, an effect reflected in their ability to
inhibit cCAMP formation. In addition, acute and subchronic in vivo exposure
decreased rat motor activity. Moreover, acute exposure increased [*H]-DA
release and decreased the density of D;Rs, and subchronic exposure

decreased [®H]-DA uptake without altering [°H]-DA release or density of D,Rs.



These results showed that exposure to FP and UFP induces particle
size-dependent changes, being more evident in UFP exposure, and alters

striatal dopaminergic transmission and locomotion in the rat.
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1. Introduccidn
1.1 Transmision dopaminérgica

La dopamina (DA) o dihidroxifeniletilamina es un neurotransmisor
catecolaminérgico que representa mas del 50% de las catecolaminas del
cerebro. Los cuerpos celulares de las neuronas que la sintetizan se localizan
principalmente en el cerebro medio y de acuerdo a las zonas que inervan se
distinguen cuatro vias dopaminérgicas: meso-limbica, meso-cortical,
nigro-estriatal y tubero-infundibular (Aparici-Virgili, 2006). La DA desempefia
varias funciones en los seres humanos y animales, relacionadas con el
movimiento, la memoria, la recompensa, cognicion, la atencién, el suefio, el
estado de animo y el aprendizaje, entre otras. Tanto el exceso como la
deficiencia de DA se han relacionado con trastornos neurodegenerativos
como las enfermedades de Parkinson y de Alzheimer, y con alteraciones en

la conducta.

La via nigro-estriatal contiene alrededor del 80% de la DA cerebral y los
cuerpos neuronales de la sustancia negra pars compacta (SNc) envian
axones al neoestriado (caudado y putamen). Este tracto esta involucrado en
el control de los programas motores, regulando el movimiento planeado
(Lazaro y Ostrosky-Solis, 2012).

La transmisién dopaminérgica involucra (Figura 1):

a) Sintesis. La DA se sintetiza a partir del amino &acido (aa) L-tirosina,
transportado al cerebro por sistemas de transporte de aa de baja afinidad,
y convertido a L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) en las neuronas
dopaminérgicas por accion de la enzima citosolica hidroxilasa de tirosina
(TH), que constituye el paso limitante en la sintesis. Posteriormente, la
L-DOPA es transformada a DA por la enzima descarboxilasa de
L-DOPA (Elsworth y Roth, 1997).
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Figura 1. Componentes de la transmision dopaminérgica. CCAVS,
canales de calcio dependientes de voltaje tipo N y P/Q; COMT, catecol-O-
metiltransferasa; D;R, receptor a dopamina D1; D2R, receptor a dopamina D;
DAT, transportador de dopamina; DC, descarboxilasa de L-DOPA; DOPAC,
acido 3,4-dihidroxifenilacético; HVA, &cido homovanilico; L-DOPA,
L-dihidroxifenilalanina; MAO-A, monoamino-oxidasa tipo A; MAO-B,
monoamino-oxidasa tipo B; NET, transportador de norepinefirna; OCT,
transportador de cationes organicos; PMAT, transportador de monoaminas
de la membrana plasmatica; TH, hidroxilasa de L-tirosina; VMAT2,
transportador vesicular de monoaminas 2.

b) Almacenamiento. Una vez sintetizada, la DA es transportada al interior de
las vesiculas sinapticas por el transportador vesicular de monoaminas 2
(VMAT-2), que utiliza el gradiente electroquimico generado por una bomba
de protones (H"). La DA almacenada en las vesiculas se encuentra en una
concentracion 10 a 1000 veces mayor que la presente en el citoplasma
(Elsworth y Roth, 1997).



c) Liberacion. Cuando la membrana de las neuronas dopaminérgicas es
despolarizada por el arribo de un potencial de accion, se abren canales de
Ca’" activados por voltaje y la entrada del catién induce la liberacién de
DA por exocitosis, tanto en las terminales nerviosas como en las dendritas
(Elsworth 'y Roth, 1997). La liberacion de DA es regulada por
autorreceptores pertenecientes a la familia D,, los cuales inhiben la
entrada de Ca®" por medio de complejos GBy de proteinas Gai, y reducen
la formacion del monofosfato 3',5'-ciclico de adenosina (AMPc) por medio
de la subunidad Gaj, (Rice et al., 2011).

d) Captura. La accion de la DA es terminada por su rapida recaptura por un
transportador (DAT) localizado en la membrana plasmatica. EI DAT
pertenece a la familia de los acarreadores dependientes de Na*/CI’, y tiene
una estequiometria de 2 cationes y 1 anion por cada molécula de DA
transportada. Se localiza exclusivamente en las neuronas dopaminérgicas
y puede transportar DA en ambas direcciones dependiendo del gradiente
de concentraciéon, e invertirse en presencia de anfetaminas o cocaina
(Elsworth y Roth, 1997; Kahlig y Galli., 2003).

e) Metabolismo. Los principales productos del metabolismo de la DA son el
acido homovanilico (HVA) en el cerebro de los primates, y el acido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) en la rata. Entre las enzimas implicadas

en el metabolismo de la DA se encuentran:

¢ La catecol-O-metiltransferasa (COMT), presente en forma soluble (en la
glia) o unida a la membrana (neuronas post-sinapticas).

e La monoamino-oxidasa (MAO), con dos subtipos (ambos
mitocondriales): la MAO-A, expresada por las neuronas
catecolaminérgicas, y la MAO-B, expresada por células gliales y las
neuronas serotoninérgicas. En general, la MAO-A metaboliza a la
norepinefrina, la serotonina y la DA, y la MAO-B a la DA (Cooper et al.,
1991).



f) Sefalizacion. La DA ejerce sus efectos al activar a 5 receptores acoplados
a proteinas G, divididos en 2 familias: a) familia D;, que comprende los
subtipos D1 y Ds, y b) familia D,, con los subtipos D,, D3 y D4 (D’ Souza,
2010).

1.1.1 Receptores a dopamina D, (D2RSs)

Los D2Rs se expresan en alta densidad en el neoestriado y se caracterizan
por tener una estructura que incluye una tercera asa citoplasmatica (i3) larga,
un extremo carboxilo terminal corto y presencia de intrones en los ARNm
correspondientes. Los D;Rs presentan dos isoformas generadas por el
procesamiento alternativo del ARNm: una larga (Dz), de 443 aa,
primordialmente post-sinaptica, y una corta (Dys), de 414 aa, principalmente
pre-sinaptica (Bahena-Trujillo et al., 2000; Dale, 2000; Strange, 2000). A
pesar de la diferencia de 29 aa en la tercer asa intracelular, ambas isoformas
se acoplan a proteinas Gai, € inhiben a las adenilil ciclasas y por lo tanto la
formacion de AMPc, activan canales de K*, estimulan a la fosfolipasa C e
inhiben canales de Ca®* dependientes del voltaje (Figura 2; Missale et al.,
1998; Florez y Pazos, 2003). La sefalizacion de los autorreceptores D,
incluye la reduccion de la fosforilacién de la tirosina hidroxilasa (TH) en el
caso de la inhibicién de la sintesis de DA, y modulacién de las corrientes de
Ca’" o de K* que limitan la frecuencia de disparo neuronal y la liberacién de
la DA (Baldessarini y Tarazi, 1996).

Los D;Rs participan en la regulacion de la funciébn motora y de ciertos
aspectos de la conducta. Ciertas alteraciones en la expresion o funcion de
estos receptores se han relacionado con depresion, las enfermedades de
Alzheimer y de Parkinson, y las reacciones psicGticas en pacientes
esquizofrénicos y bipolares (Seeman et al., 1990, 2005; Frankle y Laruelle,
2002; Hirvonen et al., 2005; Beaulieu y Gainetdinov, 2011).
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Figura 2. Sefalizacion de los D;Rs. Los receptores se acoplan a proteinas
Guaije, cuyas subunidades Ga inhiben a las adenilil ciclasas y por lo tanto la
formacién de AMPc. Mientras que los complejos Gg, activan canales de K,
estimulan a la fosfolipasa C e inhiben canales de Ca®" dependientes del
voltaje.

1.1.2 Dopaminay transtornos neuroldgicos

En 1959 se asocié al sistema dopaminérgico con la actividad motora al
observarse que en la enfermedad de Parkinson (EP) el contenido de DA de
la SNc se encontraba disminuido (Hornykiewicz, 2006). En la via
nigro-estriatal, la lesibn de la SNc produce degeneracion axonal y
disminucion del contenido de DA y de la actividad de la TH (Zigmond et al.,
1990). Posteriormente se confirmd que los pacientes con la EP mostraban
reduccion del contenido y la captura de DA (Leenders et al., 1990; Chinaglia
et al., 1992). También se ha reportado que pacientes con esquizofrenia y con
psicosis aguda al tiempo de la evaluacion presentan aumento en la captura
de DA en el neoestriado (Howes et al., 2009). La disminucion de la expresion
o actividad del DAT se ha asociado con el transtorno afectivo bipolar, asi
como con ansiedad e hiperactividad locomotora (Horschitz et al., 2005; Erro
et al., 2012).

Por otra parte, los ratones que sobre-expresan D,Rs muestran motivacion

reducida y deterioro en el control de la sincronizacién, datos con semejanza



a los sintomas encontrados en la esquizofrenia y la EP (Drew et al., 2007).
Se ha postulado que el aumento en la poblacion de alta afinidad de los D;Rs
es una base comun de las reacciones psicoticas de la esquizofrenia y en
pacientes bipolares (Frankle y Laruelle, 2002; Seeman et al., 2005). La
hiperactividad del D;R inducida artificialmente en el neoestriado se ha
asociado con deterioro cognitivo y se asemeja a algunas de las
caracteristicas patologicas de la esquizofrenia (Kellendonk et al., 2006;
Snyder, 2006). Aunado a lo anterior, la anhedonia observada en pacientes
con depresién se relaciona con una disminucién en la sensibilidad de los
receptores post-sinapticos D,/Ds en las areas limbicas del cerebro (Willner,
1997), y los ratones knockout del D,R se caracterizan por hipoactividad y una
marcada reduccion del comportamiento exploratorio, la crianza, la postura, la

marcha y la coordinacion motora (Self, 2010).

1.2 Trastornos neuroldgicos y contaminantes atmosféricos

Diversos estudios epidemiol6gicos reportan que el tejido cerebral de
residentes de zonas altamente contaminadas presenta aumento de
macrofagos, monocitos infiltrantes y marcadores pro-inflamatorios (IL-1B y
ciclooxigenasa 2, COX2), asi como dafio de la barrera hematoencefalica y
expresion de proteinas relacionadas con enfermedades neurodegenerativas
como [(-amiloide 42, tau hiper fosforilada y a-sinucleina (Calderon-
Garciduenas et al., 2008; 2012; Block et al., 2009; Guxens et al., 2012). Asi
mismo, se ha asociado la exposicion a contaminantes atmosféricos con el
incremento en admisiones hospitalarias, mortalidad e incidencia de
patologias neurolégicas como la demencia, las enfermedades de Parkinson y
de Alzheimer, la depresion, la ansiedad, y el autismo, entre otras (Lim et al.,
2012; Costa et al., 2014; Oudin et al., 2016; Pun et al., 2017; Cacciottolo et
al., 2017).



En conjunto, estos estudios indican la contribucibn de la contaminacién
ambiental, particularmente la contaminacion en el aire, a la disfuncién de
diversos sistemas que llevan a condiciones patolégicas, siendo de interés

para este trabajo las asociadas al sistema nervioso central (SNC).

1.3 Contaminantes en el aire

La contaminacion atmosférica, o contaminacién en el aire, representa
cualquier condicion en la que algun agente, quimico o fisico, alcanza
concentraciones suficientemente altas en el aire para producir un efecto
nocivo en el hombre y el medio ambiente. De acuerdo a la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), 4.5 millones de muertes fueron vinculadas con la

contaminacion en el afo 2016.

Los contaminantes del aire se clasifican en contaminantes criterio y no
criterio, considerandose los primeros perjudiciales para la salud, el medio
ambiente y el bienestar de la poblacion. De acuerdo a la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) los contaminantes
criterio para la calidad del aire son el material particulado PMg9, PM> 5, asi
como Pb, Oz, SO, COy NO, (US EPA, 2004, 2009).

1.3.1 Material particulado

El material particulado (PM, por sus siglas en inglés: particulate matter) es
una mezcla compleja de compuestos organicos e inorganicos que proviene
de fuentes naturales (erupciones volcanicas, incendios forestales, erosion del
suelo, etc.) y antropogénicas como las emisiones de la industria, el
transporte y la ignicion de combustibles fésiles, entre otras (SEMARNAT,
2011; US EPA, 2009). Por lo tanto, la composicion quimica variara de
acuerdo a las fuentes de emision, las actividades locales y regionales, el

tiempo, el espacio, y la quimica atmosférica que a su vez depende de las



condiciones meteorolégicas y orologicas (Chow, 2006; Pope y Dockery,
2006).

El PM se clasifica por su tamafio en el ambiente en particulas gruesas, finas
y ultrafinas, y por su diametro aerodinamico en PMo (£ 10 um de diametro
aerodinamico) y PM,s (< 2.5 um de diametro aerodinamico) (Figura 3). El
tamafio del PM define su capacidad de penetracion y retencion en el sistema
respiratorio y de permanecer suspendido por mas tiempo en el aire y recorrer
grandes distancias (Pope y Dockery, 2006). Por lo anterior, este trabajo se
enfoca en las particulas mas pequefias, finas y ultrafinas, ya que pueden
penetrar mas profundamente en las vias respiratorias y alcanzar el SNC.

1.3.1.1 Particulas finas y ultrafinas

Las particulas finas (PF o PM;s) se definen como particulas con diametro
aerodinamico menor o igual a 2.5 ym, forman parte de los contaminantes
criterios para la calidad del aire y por ende se someten a regulacion
medioambiental. La Norma Oficial Mexicana (NOM-025-SSA1-2014)
establece valores de referencia para la exposicibn maxima permisible de
45 pg/m® como promedio de 24 horas, y un limite de 12 pg/m® como
promedio anual. La Ciudad de México (CDMX), asi como muchas otras a
nivel mundial, presenta valores mayores a los considerados como seguros
para la exposicion a las particulas (SEDEMA, 2015; WHO 2016). En el caso
de las PF de la zona norte de la CDMX los compuestos predominantes son
metales, principalmente Fe, Zn, Cu y Mn (Peters et al., 2006; De Vizcaya-
Ruiz et al., 2006; Guerra et al., 2013; Andrade et al., 2018).

Las PF incluyen, por su tamafo, a las particulas ultrafinas (PUF, < 0.1 uym)
cuya medicion fiable es complicada. Las PUF no se monitorean
ambientalmente porque sus concentraciones dependen de la proximidad de
la fuente, tienen un tiempo de vida corto (ya que pueden originarse por

acumulacion de las particulas finas) y aunque predominan al considerar los



valores del &rea superficial del PM, no contribuyen en grandes cantidades a
la masa del mismo (~10-20 %). No obstante, al ser las particulas mas
pequefias presentes en el aire poseen mayor capacidad de penetracion en el
organismo, asi como mayor area superficial, a la que pueden adherirse
diversos compuestos quimicos, ambos aspectos relacionados con mayor

reactividad y toxicidad (Figura 3; Gillespier et al., 2013).
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Figura 3. Capacidad de penetracion y clasificacion del PM. Modificada de
"Aerodynamic Behavior of Aerosols” from Environmental Health, disponible
en http://ocw.jhsph.edu.

1.3.2 Factores involucrados en la toxicidad por la exposicion a PM

Las particulas ambientales o PM se componen de un nucleo de carbono en
el que se adsorben componentes quimicos organicos de alto peso molecular
(por ejemplo, hidrocarburos aroméaticos policiclicos; PAHs, por sus siglas en
inglés) y metales de transicion (como Fe, Ni, Cr y Cu) y no redox (como Zn,

Al y Pb). Una amplia gama de especies puede localizarse en la superficie del



PM, donde actian como -catalizadores en los efectos sobre la salud
asociados con la exposicion al PM ambiental (Harrison y Yin, 2000;
Crobebdu et al., 2017). No obstante, la reactividad superficial asociada a la

composicion de las particulas no representa el Unico aspecto de su toxicidad.

La evidencia proveniente de la exposicion in vivo al PM indica que el tamafio
de la particula también es importante. En una misma concentracién de masa
de particulas en el aire, existe una mayor cantidad de particulas pequefas
con respecto a particulas de mayor tamafio, lo que puede generar un distinto
grado de respuesta en el organismo. Ademas, las particulas mas pequenas
tienen un area superficial mucho mayor por unidad de masa, lo que implica
mayor area superficial disponible para la adsorcién de compuestos quimicos
(Diociaiuti et al., 2001). La actividad del PM implicaria la capacidad de inducir
un efecto biolégico debido a la presencia de la particula, mas que por sus
caracteristicas quimicas especificas. Sin embargo, resulta dificil evaluar la
toxicidad de un tamafio particular ya que la misma no es independiente de la

composicién quimica.

El mecanismo por el cual una gran cantidad de particulas o un éarea de
superficie grande producen una mayor actividad biolégica no se conoce,
aunque al parecer el area superficial promueve la respuesta biolégica in vivo.
Otras caracteristicas relacionadas al efecto biolégico son la traslocacion
efectiva del tracto respiratorio a sitios extrapulmonares y la solubilidad de los
componentes del PM. Algunos estudios sugieren que la bioactividad
especifica del PM puede depender de la proporcion relativa de masa soluble
versus la insoluble. Los factores que influyen en la solubilidad de las
particulas son la presencia de cationes, estado de la particula (seca o
suspendida en gotas acuosas); para los metales el consenso es que las
formas idnicas tienen mayor biodisponibilidad (Harrison y Yin., 2000; Kelly y
Fussell, 2012).



1.3.3 Mecanismos de toxicidad y traslocacion por la exposicion a PM

Los principales mecanismos de toxicidad por la exposicion a PM son de
caracter inflamatorio y oxidante, primariamente, generados por: 1) activacion
de células que participan en la respuesta inflamatoria; 2) generacion directa
de especies reactivas de oxigeno (ROS) por los componentes de la
superficie y/o de la particula; 3) el efecto de los compuestos solubles, como
los metales de transicion y los compuestos orgénicos contenidos en el PM; y
4) la alteracion de la funcidbn mitocondrial o de la NAD(P)H-oxidasa
(Oberdorster et al., 2002; Risom et al., 2005).

La traslocacion de las particulas a sitios extra-pulmonares después de su
ingreso y el posible depdsito en el tracto respiratorio, son mecanismos
importantes para sus efectos en sistemas secundarios como el SNC (Figura
4). En este sentido, los mecanismos potenciales para el ingreso o contacto
del PM con el SNC son:

e Penetracion de la barrera hematoencefalica (BHE) por difusion facilitada
o simple, después de su traslocacion a la circulacion sanguinea a partir
del depdsito en cualquier sitio del tracto respiratorio (Oberddster et al.,
2002; Elder et al., 2006).

e En la mucosa olfatoria, las PF y PUF puede entrar a los cilios de las
neuronas receptoras olfatorias por pinocitosis, difusion simple y/o
facilitada, y endocitosis mediada por receptor (King et al., 2000;
Crossgrove et al.,, 2003). Una vez incorporadas a las neuronas
sensoriales, las PF y PUF pueden ser conducidas por transporte axonal
lento al bulbo olfatorio, y desde alli a distintas regiones del cerebro
(Oberdorster et al., 2002; Peters et al., 2006).

Por lo anterior, y dado que el PM pueden afectar al SNC a través de su
efecto en sistemas periféricos (respiratorio, circulatorio, metabdlico, etc.), el



dafio o efectos finales en el individuo u érgano pueden ser directos o
indirectos, y en consecuencia el PM puede actuar directa e indirectamente.
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Figura 4. Traslocacion del PM al SNC y sus efectos. BHE, barrera
hematoencefélica; IL-183, interleucina 1 B; IL-B, interleucina B; ROS, especies
reactivas de oxigeno; TNFa, factor de necrosis tumoral a. Modificada de
Genc et al., 2012.
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1.3.4 Efectos neuroldgicos de la exposicién a las PFy PUF

En comparacion con individuos que viven en zonas con menor
contaminacion atmosférica, los residentes de ciudades contaminadas
presentan aumento de citocinas proinflamatorias, enzimas antioxidantes y
proteinas relacionadas con el desarrollo de neuropatologias (por ejemplo,
B-amiloide 42, tau hiperfosforilada y a-sinucleina) en estructuras cerebrales
como la corteza prefrontal, el neoestriado y el hipocampo, entre otras
(Calderon-Garciduefias et al., 2004; 2012, Lim et al.,, 2012; Costa et al.,
2014). Por otra parte, los estudios in vivo e in vitro de exposicion a PM
coinciden con los epidemioldgicos en relacion a la activacion de respuestas
inflamatorio-oxidantes, neurotoxicidad dopaminérgica y dafio a la BHE. En
roedores se ha reportado alteraciones en los niveles de neurotransmisores
(DA, serotonina, glutamato y noradrenalina) y alteraciones conductuales y
motoras después de la exposicion a las PF y PUF (Fonken et al., 2011;
Guerra et al, 2013; Allen et al., 2013, 2014; Liu et al., 2015).

Estudios previos de nuestro grupo corroboraron la susceptibilidad del
neoestriado al efecto toxico de las PF observandose induccion de enzimas
antoxidantes como la hemoxigenasa 1(HO-1) y la super oxidodismutasa 2
(SOD-2) y de genes inflamatorios como los que codifican el factor nuclear
eritroide 2 (Nrf-2) y el factor nuclear kB (Nf-xB) (Guerra et al., 2013). El
neoestriado es el nucleo de entrada a los ganglios basales, ya que recibe
proyecciones de todas las areas de la corteza cerebral, sobre todo las
motoras, sensorio-motoras y de asociacion, y tiene una abundante inervacion
dopaminérgica asi como alta expresién de receptores a dopamina de las
familias D; y D, (Dale, 2000; Strange, 2000).

Los D;Rs ejercen un control por retroalimentacion de la transmision
dopaminérgica, y los farmacos antipsicoticos actuan en estos receptores
(Seeman et al., 1975; Agid et al., 2004). Asimismo, en un estudio previo
correspondiente a la tesis de maestria se observé que la exposicion aguda y
subcroénica a las PF concentradas altera la densidad y la sefializacion de los



receptores a serotonina 5-HT1a Y @ DA de la familia D,, e induce activacion
glial en el neoestriado (Andrade-Oliva et al., 2018).

Los D,Rs participan en la transmision dopaminérgica y alteraciones en la
misma pueden contribuir al desarrollo de transtornos neurologicos. Por lo
tanto, la contaminacion en el aire y sus efectos en las acciones de la DA
debidas a los D,Rs puede contribuir al deterioro de la salud mental y motora.
Por ello, este trabajo contribuye al entendimiento de la relacion y el impacto
de la exposiciobn a contaminantes en el ambiente y la manifestacion de

afecciones del SNC.



1.4 Planteamiento del problema

La prevalencia de las particulas atmosféricas en el aire en los centros
urbanos ha originado serios problemas de salud publica. Por su tamario, las
PF y PUF pueden ingresar al SNC e inducir estrés oxidante e inflamacion en
diversas regiones cerebrales como el neoestriado, estructura relacionada con
el control motor y el estado de animo, en la que la exposicion aguda y
subcronica a PF inducen activacion glial, y alteracion de la densidad y la

sefalizacion de los D;Rs, respectivamente (Andrade-Oliva et al., 2018).

En roedores, la exposicion a las PF y PUF resulta en alteraciones en los
niveles de DA, neurotransmisor implicado en el movimiento, el
comportamiento, la memoria, los sistemas de recompensa, el estado de
animo y la cognicién. Ademas, alteraciones en la transmisién dopaminérgica
a distintos niveles se han relacionado con transtornos neurolégicos como la
depresion, la esquizofrenia, la ansiedad y las enfermedades de Parkinson y

de Alzheimer.

Los estudios previos muestran susceptibilidad del neoestriado y del sistema
dopaminérgico a los efectos de la exposicion al PM. Dichos efectos son
resultado de la suma de eventos locales y periféricos, producidos durante su
trayecto al 6érgano blanco. Sin embargo, no se habia determinado el efecto
del PM en los diferentes componentes de la transmisiéon dopaminérgica, ni se
habia establecido cual de las dos fracciones (fina o ultrafina) podria ser la

principal responsable, o bien si los efectos son independientes del tamaiio.

En consecuencia, en este trabajo planteamos analizar si la exposicion in vitro
e in vivo a las PF y PUF concentradas alteraba la transmision dopaminérgica
en el neoestriado de la rata a nivel de la captura y liberacion de la DA, y la

afinidad y la sefalizacion de los D;Rs.
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Hipodtesis

La exposicion a particulas atmosféricas finas (PF < 2.5 ym) y ultrafinas

(PUF

< 0.1pm) concentradas altera la transmision dopaminérgica del

neoestriado de la rata.

1.6

16.1

Objetivos

Objetivo general

Determinar si la exposicion a particulas atmosféricas finas (PF) y ultrafinas

(PUF) concentradas altera la transmision dopaminérgica en el neoestriado de

la rata.

1.6.2

Objetivos particulares

Colectar y caracterizar fisicoquimicamente a PF (< 2.5 ym) y PUF
(= 0.1 ym) concentradas del aire de la zona norte de la CDMX.

Determinar si la exposicion a las PF y PUF concentradas modifica la
captura de dopamina utilizando sinaptosomas del neoestriado de la

rata.

. Determinar si la exposicién a las PF y PUF concentradas altera la

liberacién de dopamina por sinaptosomas estriatales.

Determinar si las PF y PUF concentradas modifican las propiedades

de union y sefializacion de los receptores a dopamina D, estriatales.

Determinar si las PF y PUF concentradas modifican las propiedades
de union y sefalizacion del receptor D, humano expresado en células
CHOK-1.

Determinar si la exposicion in vivo a las PF y PUF concentradas altera

la actividad motriz de la rata.



2. Métodos
2.1 Disefio del estudio

El disefio experimental planteado para este estudio se describe de manera
general a continuacion y se esquematiza en la Figura 5. Se plane6 evaluar
tanto la exposicion in vitro a las PF y PUF, asi como la exposicion in vivo

(aguda y subcronica).

Para la exposicion in vitro, se realizé una campafia de colecta de las PF y
PUF empleando equipo de monitoreo ambiental (seccion 2.2) localizado en el
Laboratorio de Experimentacibn en Toxicologia Inhalatoria (LETI) del
Departamento de Toxicologia del Cinvestav-Zacatenco. Se obtuvieron los
sinaptosomas o las membranas del neoestriado de ratas Wistar macho (250-
300 g), proporcionadas por el Bioterio (UPEAL, Unidad de Produccién y
Experimentacion de Animales de Laboratorio) del Cinvestav, y se expusieron
al PM colectado para evaluar alteraciones en la captura y la liberacion de DA,
asi como la interaccién de los D;Rs con su ligando, respectivamente (seccién
2.4y 2.5). Los eventos observados para los D;Rs estriatales se confirmaron
en las células completas o las membranas de células CHO-K1 transfectadas
con la isoforma larga del receptor D, humano (hD,_ R; seccion 2.3).

Para cada exposicion in vivo, 36 animales se colocaron en jaulas durante su
mantenimiento y en cuartos limpios tipo BIO-BUBBLE® durante los periodos
de no exposicion. Las ratas se distribuyeron equitativamente en 3 grupos y la
exposicion al aire filtrado (AF, control) y a las PF o PUF concentradas se
realiz6 empleando el concentrador de aerosoles (seccion 2.7). Los animales
se mantuvieron en el LETI con un foto-periodo de 12:12 h (luz: obscuridad)
con alimento y agua ad libitum. Los ensayos de locomocion se realizaron al

inicio y al final de cada una de las campafas (seccién 2.8).

El neoestriado de las ratas de cada uno de los grupos se procesé para la
obtencion de los sinaptosomas o las membranas estriatales en el laboratorio

de experimentacion (seccion 2.4-2.6). Los ensayos de captura y liberacion de



DA se efectuaron inmediatamente después de obtener los sinaptosomas,

mientras que las membranas se congelaron a -70 °C hasta su uso.
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Figura 5. Disefio experimental para la exposicion a las PF y PUF
concentradas. La exposicion in vivo comprendié un esquema de exposicion
agudo (3 dias) y otro sub-cronico (32 dias).

2.2 Colectay caracterizacion de las PF y PUF concentradas del aire de

la Ciudad de México para la exposicion in vitro

Las particulas atmosféricas fueron capturadas semanalmente en filtros de
teflon empleando el sistema concentrador de aerosoles en el LETI, y en
paralelo se monitoreé el aire ambiente con equipos de cascada Moudi de

medio volumen (coleccion de PUF) y MiniVol (bajo volumen) y HiVol (alto
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volumen) (coleccion de PF), ubicados en la azotea del LETI, empleando los
filtros adecuados para cada caso (aluminio, teflébn y nitrocelulosa,
respectivamente). Las particulas se separaron de los filtros de teflon
mediante sonicacion en alcohol isopropilico al 70% y se desecaron al vacio a
4 °C y se combinaron para conformar una muestra Unica, misma que se
utilizé para todas las exposiciones in vitro. Las particulas secas se
almacenaron a -70 °C hasta su uso. Para los ensayos con los sinaptosomas
y las células en cultivo, las particulas se pesaron y se prepararon las
concentraciones deseadas en fresco a partir de la muestra Unica inicial. La
colecta se realiz6 los meses de octubre, noviembre y diciembre del 2017, por

13 semanas (lunes a viernes, 7 h por dia, 6 am a 2 pm).

Las particulas se caracterizaron fisicamente mediante microscopia
electronica de barrido (SEM, Scanning Electron Microscopy). Las particulas
se sonicaron en agua (3 pg/ml) y desecaron por 2 dias en el soporte de
carbono previo a su andlisis en el microscopio AURIGA 3916- FESEM del
Laboratorio Avanzado de Nanoscopia Electronica (LANE) del Cinvestav.

Asimismo, la caracterizacion quimica incluyé la medicion de la actividad
oxidante mediante el ensayo de ditiotritiol (DTT), y la identificacion y
cuantificacion de compuestos quimicos (metales, iones y compuestos
organicos) presentes en las PF y PUF. Para los ensayos de DTT, se empled
una concentracion de 1 pg/ul de la muestra y 30 pg/ul del material estandar
de referencia 1649b (NIST®, polvo urbano). En condiciones de obscuridad,
cada muestra (por duplicado) se colocé en presencia y ausencia de DTT
durante 0, 15, 30 y 45 min, y la reaccion se detuvo al afadir acido
tricloroacético (TCA). Una alicuota de cada tubo se coloco en otro tubo en
presencia de Tris-HCI 0.4 M y DTNB (5,5'-ditio-bis-[2-acido nitrobenzoico]; 10
mM en metanol), para producir una reaccion colorimétrica y determinando la
absorbancia a una longitud de onda (1) de 412 nm. El consumo de DTT, que
representa la capacidad oxidante del PM, se expresé en nmol-min™-ug de la

muestra.



El analisis elemental se determind mediante la técnica atémica PIXE
(Emisién de Rayos-X Inducidos por Particula). El equipo utiliza un programa
para el analisis de los espectros caracteristicos de rayos-X, GUPIXWIN; el
software para sistema multicanal, GENIE 2000; el sistema PIXE (acelerador
tandem Van de Graaff + Linea PIXE) y la linea PIXE: Linea de conduccion de
haz, sistemas de colimacién y difusion del haz, camara de irradiacion,
detector Ge-Li, electronica asociada, sistema multicanal. Las condiciones
experimentales fueron: ion, proton; energia del haz, 2.0 MeV; corriente del
haz, 5.0 nA; y carga en el filtro, 4.0 pC. Se obtuvieron los espectros
caracteristicos para cada una de las muestras obtenidas durante el periodo
de muestreo. El pico en el espectro indica el elemento quimico presente y el
area bajo la curva la concentracion del mismo en la muestra en estudio
(Matter y X-Ray., 1999; Diaz y Aldape., 2002).

Los compuestos organicos del PM se extrajeron empleando la celda de
extraccion a microescala asistida por ultrasonido con reflujo (CEMAUF);
Patente No. 325624, técnica reportada para otros estudios. La respectiva
cuantificacion se determiné mediante un cromatografo de gases acoplado a
un espectrometro de masas (GC— MS 6890-5973 N de Agilent Technologies,
EE. UU.), equipado con un filtro de masa cuadruplo y un inyector automético
modelo 7683 de acuerdo con el procedimiento desarrollado por el Dr. Omar
Amador Mufioz del Centro de Ciencias de la Atmosfera de la UNAM
(Amador-Muioz et al., 2011; 2020).

2.3 Transfeccion estable de células CHO-K1 con la isoforma larga del

receptor a dopamina D, humano (hD, R)

Las células CHO-K1 (tipo epitelial, de ovario de hamster chino) se cultivaron
en una mezcla 1:1 de medios DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
y F-12 (Ham), suplementada con 10% de suero fetal bovino (SFB) y una
mezcla de antibidtico y antimicotico (1%), a 37 °C en una incubadora con una
atmoésfera de 5 % de CO; en el aire. Las células se transfectaron con el



plasmido pcDNA3.1 conteniendo la secuencia codificante del hDy R,
utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen), de acuerdo a las especificaciones
del fabricante (relacion 1:2.5, ADN:Lipofectamina). Después de Ila
transfeccion, las células (CHO-K1-hD, R) se -cultivaron en medio de
mantenimiento por 48 h y por 21 dias en medio de seleccion (DMEM/F-12
con 10% de SFB y 500 pug/ml de geneticina). La expresion del hD, R fue
determinada mediante ensayos de unién de [*H]-espiperona y se selecciond

el cultivo con mayor expresion del receptor.

2.3.1 Ensayos de union en membranas de células CHO-K1-hDy R

Ensayos de un solo punto. Las células se rasparon de la caja de cultivo y
se lisaron en una solucion hipoténica (Tris-HCI 10 mM, EGTA 1 mM, pH 7.4,
4° C), y el lisado se centrifugbé a 40,000xg durante 20 min para obtener las
membranas celulares, las cuales se resuspendieron en solucion de
incubacion (Tris-HCI 50 mM, KCI 10 mM, MgCl, 1 mM, EDTA 2 mM, &cido
ascorbico 0.1%, pH 7.4).

La suspension membranal se incubd en un volumen de 100 ul a 25 °C por 90
min, con una concentracion del radioligando [*H]-espiperona cercana a la
unién maxima (Bmax) del receptor (~2 nM), empleando butaclamol (100 nM)
para determinar la union no especifica, y pargilina (10 pM) para inhibir la
degradacion de la DA por la MAO. La reaccion se detuvo mediante filtracion
rapida a través de filtros GF/B (Filtros Whatman GF/B de fibra de vidrio
tratados con polietilelinimina al 0.3%), que se lavaron 3 veces con solucién
Tris-HCI (50 mM) a 4 °C. La radioactividad retenida en los filtros se determin6
mediante centellometria. La union especifica se calculd substrayendo la

union no especifica de la union total.

Ensayos de saturacion. Alicuotas de la suspension membranal se
incubaron con concentraciones crecientes del radioligando [°H]-espiperona
(0.01-8 nM) en las condiciones mencionadas en el parrafo anterior.



Ensayos de inhibicion. Alicuotas de la suspension membranal se incubaron
con una concentracion fija de [*H]-espiperona (~2 nM), acido ascérbico 0.1
%, pargilina 10 uM y concentraciones crecientes de DA (10°-10 M) por 90
min a 25 °C en presencia y ausencia de las PF y PUF. La union no especifica
se definié con butaclamol, y la constante de inhibicion (Ki) se determiné por
regresion no lineal con el programa estadistico GraphPad Prism 6.0,

utilizando la ecuacion de Cheng y Prusoff (1973).

Ensayos de formacion de AMPc. Las células CHOK1-hD, R se sembraron
en cajas de 24 pozos (~200,000 células/pozo). El dia del ensayo, se retiro el
medio y se afadieron 250 pl de solucién Krebs-Ringer-Hepes (KRH: Hepes
20 mM, NaCl 113 mM, NaHCO3; 25 mM, D-Glucosa 15 mM, CaCl, 1.8 mM,
MgCl, 1.2 mM, pH 7.3 con NaOH) conteniendo el inhibidor de
fosfodiesterasas isobutil-metil-xantina (IBMX, 1.1 mM). Se incubd por 5 min a
37 °C antes de agregar 11 ul de agua (basal) 6 de la solucion de las PF y
PUF. Después de 5 min, se adicion6 una solucién de DA (10™*-107 M como
concentraciones finales) 6 H,O (basal y grupo de forskolina) con &cido
ascorbico al 0.1%. Transcurridos 5 min, se agregaron 11 ul de agua (basal) 6
de una solucion de forskolina (75 yM; 3 yM como concentracién final) y se
incubd por 30 min a 37 °C. La reaccién se detuvo aspirando la solucién y se
afiadieron 250 pl de HCI (0.1 M) a 4 °C. Las cajas se colocaron sobre hielo
durante 30 min y el acido se neutralizé con 25 yl de NaOH (1 M) y 100 ul de
solucion Tris-HCI (1 M, pH 7.0); se determiné el pH (~7) antes de centrifugar
por 6 min a 1000xg, 4 °C.

Para la determinacion de AMPc se colocaron en tubos de plastico 50 pl de
los extractos celulares, 25 pl de un extracto crudo de las glandulas
suprarrenales de bovino (con alto contenido de complejos de la cinasa A de
proteinas, PKA) y 50 pl de [*H]-AMPc (~10 nM como concentracién final) en
solucion de incubacion (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 5 mM,
albumina sérica bovina (BSA) 5 mg/ml; pH 7.0 a 4 °C). En paralelo se

determiné la unién total e inespecifica del [*H]-AMPc en ausencia y presencia



de AMPc (10 uM), respectivamente. Las muestras se incubaron por 150 min
a 4 °C y posteriormente se filtraron a través de filtros Whatman GF/B pre-
tratados con polietilelinimina (0.3%). Los filtros se lavaron 3 veces con 1 ml
de H,O destilada fria y la radioactividad retenida se determiné por

centellometria.

2.4 Obtencion de membranas del neoestriado de la rata

Las ratas (Wistar macho, 250-300 g) se eutanizaron por decapitacion en el
laboratorio de experimentacion (laboratorio 37, edificio de Neurociencias). El
neoestriado se disecé en una placa de metal, posterior a la extraccion del
encéfalo. El tejido se homogenizé en solucién de lisis (Tris-HCI 10 mM,
EGTA 1 mM, pH 7.4, 4 °C) y el homogenado se centrifugd a 1000xg (20 min,
4 °C). El sobrenadante se centrifugd a 20,000xg (20 min, 4 °C) y la pastilla
resultante se resuspendi6 en solucion de incubacién del ensayo de union. La
concentracion de proteina se determiné mediante el método del &acido
bicinconinico (BCA) utilizando BSA como estandard. Para las ratas de la
exposicion in vivo, la suspension membranal se dividié y almacené a -70 °C

hasta su uso.

2.4.1 Ensayos de unién de radioligando en membranas del neoestriado

de larata

Para determinar los cambios en la afinidad de los D;Rs por la DA, se
realizaron los ensayos de inhibicion de la unién de [*H]-espiperona
empleando membranas estriatales, de acuerdo a la metodologia descrita
para las células CHO-K1 transfectadas. Los ensayos se realizaron en
presencia y en ausencia de las PF y PUF para la exposicion in vitro, o con
membranas del neoestriado de ratas expuestas al PM para la exposicion in

Vivo.



2.5 Obtencion de rebanadas del neoestriado de la rata

El encéfalo de la rata se depositdé sobre una placa metélica colocada sobre
hielo para obtener un bloque de tejido que contiene el ndcleo de interés. El
bloque se fij6 en la base de la camara de un vibratomo y el tejido se cubrid
con solucion Krebs-Henseleit (KH) fria gaseada con una mezcla de
carbdgeno (95% O, y 5% CO,). Se obtuvieron rebanados coronales de 400
pum de grosor, de las cuales se diseco el neoestriado de ambos hemisferios
cerebrales con un sacabocado de 3 mm de didmetro. Las rebanadas se
sumergieron en la solucibn KH gaseada y se mantuvieron con burbujeo
constante hasta disecar los nucleos de todas las ratas. La composicion de la
solucién KH, expresada en mM, fue: 116 NaCl, 3 KCI, 1 MgSOy, 1.2 KH,POy,
25 NaHCOg3, 11 glucosa; pH 7.4 después de gasificar con carb6geno).

2.5.1 Ensayos de formacion de AMPc en rebanadas del neoestriado.

Las rebanadas del neoestriado se lavaron cambiando la solucién KH sin
calcio por solucion conteniendo 1.8 mM de CaCl, gaseada. Se realizaron 3
lavados posteriores con intervalos de 5 min y 2 lavados adicionales cada 10

min, manteniendo las rebanadas con burbujeo con carbégeno.

Se coloco una rebanada del neoestriado en un tubo Eppendorf de 1.5 ml
conteniendo 125 pl de solucion KH con calcio y se agregaron 125 pul de
solucion KH con IBMX (2.2 mM). Posteriormente se agregaron 11 pl de agua
para el grupo control y 11 ul de la solucién de PF o PUF sonicadas en agua
(25X; 1 pg/ml). Los tubos se cerraron después de impregnar el ambiente con
carbdgeno y se colocaron en bafio maria a 37 °C por 10 min con agitacion

constante.

Para cada grupo se establecieron 3 condiciones; a) basal; b) forskolina; c)
forskolina/quinpirole (agonista selectivo de los D3Rs). Después de la
incubacion, se afiadieron 11 ul de agua (condicion basal y con foskolina) u 11

ul de quinpirole (25X, 10® a 10* M), se impregnd el ambiente con carbégeno



y las rebanadas se incubaron por 10 min adicionales. Finalmente se
agregaron 11 pl de solucién KH con calcio (basal) o 11 pl de solucién de
foskolina (FSK) (75 UM en soluciéon KH) y se incubaron por 30 min después
de gasear con carbogeno. La reaccion se detuvo adicionando 1 ml de

solucion KH fria y colocando los tubos sobre hielo.

Se aspird la solucion en cada uno de los tubos y se agregaron 250 ul de HCI
(0.1 N, 4°C) para incubar en hielo por 30 min. El ensayo prosiguié como se

describié en la seccion 2.3.1 para las células.

2.6 Obtencion de los sinaptosomas (terminales nerviosas) del

neoestriado de la rata

El neoestriado de ratas Wistar macho (250-300 g) se homogenizd en
solucion de sacarosa amortiguada con Hepes (sacarosa 0.32 mM, Hepes
10 mM, BSA 50 mg/ml, EDTA 2 mM, pH 7.4 a 4°C) utlizando un
homogenizador de vidrio (10 golpes a 400 rpm). EI homogenado se
centrifug6 a 1,000xg (10 min, 4 °C) y el sobrenadante se centrifug6 a 1,400xg
durante 12 min a 4°C. El area blanca de la pastilla resultante se resuspendio
en 5 ml de solucién Krebs-Henseleit-Ringer (KHR; NaCl 140 mM, Hepes 10
mM, D-Glucosa 5 mM, KCI 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4, 4 °C) conteniendo
Percoll (55:45 %). La suspension se centrifugd nuevamente a 1,400xg
durante 2 min y la capa blanca que se formd, se retir6 y se centrifugd a
20,000xg (20 min, 4 °C) en 30 ml de solucién Krebs-Ringer-Hepes (KRH,
Hepes 20 mM, NaCl 113 mM, NaHCO3 25 mM, D-Glucosa 15 mM, pH 7.4, 4
°C). La pastilla resultante (sinaptosomas) se resuspendié en un volumen
suficiente de la solucién salina adecuada para cada ensayo (captura o

liberacion).



2.6.1 Captura de [*H]-dopamina por los sinaptosomas estriatales

Los sinaptosomas fueron resuspendidos en solucion KRH, y alicuotas de
150 ul se incubaron bajo agitacion constante por 10 min a 37 °C para los
tejidos de la exposicion in vivo, y en presencia de las PF o PUF (0-100 pg/ml)
para la exposicion in vitro. Se agregaron 50 ul de una solucion de
[*H]-dopamina (~30 nM como concentracién final) y se incubé durante 8 min
adicionales (Aquino-Miranda et al., 2019). La reaccion se detuvo por adicion
de 1 ml de solucién KRH fria y filtracion rapida, a través de filtros GF/B
tratados con polietilelinimina al 0.3%. Los filtros se lavaron 3 veces con
solucion KRH fria y la radioactividad retenida se determinGé por
centellometria. La captura inespecifica se determiné en muestras incubadas
a 2-4°C o en presencia de GBR-12909 (10 uM).

La captura de [°H]-dopamina en presencia de GBR-12909 (1 upM) vy
concentraciones crecientes de PF (0-100 pg/ml) se evalud exclusivamente

para la exposicién in vitro, con la metodologia descrita en el parrafo anterior.

2.6.2 Liberacion de [*H]-dopamina por los sinaptosomas estriatales

Los sinaptosomas fueron incubados durante 30 min a 37 °C en 2 ml de
solucién KRH en presencia de [*H]-dopamina (~50 nM), pargilina (200 pM,
para inhibir la degradaciéon de la catecolamina) y acido ascorbico (200 pM,

para evitar su oxidacion).

La suspension se distribuyo en las camaras (15) de un sistema de perfusion
y se lavé con solucién KRH (1 ml/min) para eliminar la [®*H]-dopamina no
incorporada por los sinaptosomas. Posteriormente, los sinaptosomas se
perfundieron por 5 min con PF o PUF disueltas en solucion KRH (este paso
se omiti0 para los sinaptosomas de las ratas expuestas in vivo a las
particulas). Se colectaron fracciones de 1 min (1 ml) a partir del minuto 4 del

paso anterior y se indujo la liberacién de [*H]-dopamina perfundiendo los



sinaptosomas durante 1 min con solucién KRH con una alta concentracién de
potasio (40 mM). Por dultimo, los sinaptosomas se perfundieron con la
solucion KRH normal durante 8 min. La composicion de la solucién KRH con
alto potasio fue: Hepes 20 mM, KCI 38.8 mM, NaHCO3; 25 mM, glucosa 15
mM, NaCl 81.5 mM, CaCl, 1.8 mM, MgCl, 1.2 mM, KH,PO4 1.2 mM, pH 7.4.

A cada una de las fracciones colectadas se le agreg6 liquido de centelleo y
se determind la cantidad de [*H]-dopamina presente mediante centellometria.
Los sinaptosomas se recuperaron de las cdmaras, se lisaron por 30 min a
25 °C con 0.5 ml de HCI (1 N), y se afiadio liquido de centelleo. Los valores
de cada una de las muestras fueron normalizados con la cantidad total de

[*H]-dopamina (en todas las muestras y el remanente en los sinaptosomas).

2.7 Exposicion in vivo a las PF y PUF concentradas del aire de la
Ciudad de México

Ratas Wistar macho (250-300 @), criadas en el Super Rat y proporcionadas
por el Bioterio del Cinvestav se colocaron en una bioburbuja en el LETI. Los
animales Unicamente se reubicaron para realizar la exposicién diaria y el
andlisis de la actividad motriz. Los cambios de cama se realizaron cada
tercer dia. Las ratas se dividieron aleatoriamente en tres grupos: a) control
(expuestas a aire filtrado; b) expuestas a PF, y c) expuestas a PUF. Las ratas
se colocaron en cajas de exposicién del concentrador de aerosoles bajo la
configuracion de exposicion in vivo (6 animales por camara de exposicion) y
con un flujo de aire de 2.5 I/min. Para determinar la dosis de exposicion y la
composicién de las particulas, simultAineamente se colectaron particulas en
filtros de teflon y cuarzo en el concentrador y en equipos de monitoreo
externos, los cuales se retiraron al final de cada dia de exposicién y se
guardaron a 4 °C para utilizarse nuevamente al dia siguiente hasta completar
24 h de exposicion efectiva que se alcanzan a los 5 dias. Los filtros se

reemplazaron cada semana y fueron caracterizados quimicamente por el Dr.



Omar Amador-Mufioz de la UNAM y el Dr. Raul V. Diaz-Godoy del Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares.

Se realizaron 2 campafias de exposicion; durante la exposiciébn aguda los
animales fueron expuestos por 3 dias (5 h/dia) y durante la exposicion
sub-crénica por 6.5 semanas, equivalente a 32 dias efectivos (5 h/dia, 5 dias
a la semana, de lunes a viernes). La actividad motora se determin6 antes de
la exposicion y al finalizar cada una de las campafas. Las ratas fueron
eutanizadas por decapitacion en el laboratorio 37 del edificio de
Neurociencias y se disecoO el neoestriado para obtener los sinaptosomas o
las membranas destinados a los ensayos de captura y liberacion de DA, de
union de radioligando y de sefalizacion de los D;Rs.

2.8 Evaluacion de la actividad motora de la rata

La actividad locomotriz espontanea se evalu6 al inicio y al final de cada
exposicién, en la fase de obscuridad del ciclo de vigilia y empleando cajas de
acrilico opacas (44 x 22 cm) con fotoceldas. El sistema, conectado a una
computadora, consta de 16 rayos infrarrojos que se proyectan a través de las
jaulas de izquierda a derecha y 16 haces de atras hacia adelante. Se
realizaron grabaciones de 1 h, evaluando la actividad motriz espontanea
mediante la actividad horizontal y vertical (exploracion, distancia recorrida,
velocidad, cantidad de saltos y estereotipias) medidas por el programa MED
activity monitor (Med Associates, Inc®).

2.9 Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con el programa GraphPad Prisma, versién
6.0. Los resultados de los experimentos se reportan como la media + error
estandar (EE). Las comparaciones se realizaron con analisis de varianza

(ANOVA) de una via y las pruebas post hoc de Dunnett (comparacién con el



grupo control) y Bonferroni o Turkey (comparacion entre los distintos grupos).

El criterio de significancia estadistica fue P < 0.05.



3. Resultados
3.1 Exposicion in vitro
3.1.1 Caracterizacion del PM colectado

Las PF y PUF colectadas se caracterizaron fisica y quimicamente para
evaluar si sus caracteristicas fueron alteradas por el proceso de obtencion.
La prueba de ditiotreitol (DTT; Tabla 1) mostré que las particulas obtenidas
mediante los diferentes equipos, asi como el material estandar de referencia
Polvo Urbano-1649b (NIST®), oxidan al agente reductor DTT con valores
semejantes a los reportados por otros grupos de trabajo (De Vizcaya et al.,
2006; Ntziachristos et al., 2007). Con base en la cantidad en masa colectada
de PM y el consumo de DTT obtenido, se eligié utilizar las PF obtenidas
mediante el sistema Hi-Vol y las PUF obtenidas mediante el sistema Moudi.

Estas particulas se caracterizaron fisica y quimicamente.

Tabla 1. Consumo de DTT por el PM colectado.

Cantidad Consumo de DTT Consumo de
Equipo PM obtenida (nmol*minug™) DTT reportado
(mg) H9 (nmol*min™*ug™)
Hi-Vol PF 100 0.0278
Mini-Vol PF 1.3 0.0344 PF; 0.021-0.075?%
Concentrador PE 39 0.0199
de aerosoles
Concentrador
Moudi PUF 4.0 0.0531
Material de Particulas
referencia : 0.0242°
NIST® suigg}gfas 0.0200
1649b

2 Valores reportados Ntziachristos et al. 2007. ° Valor reportado por de Jesus et al.,
2018.




La caracterizacion fisica de las PF y las PUF por SEM se ilustra en la Figura
6. Ambos tipos de PM presentaron tamafios dentro del intervalo

correspondiente (PF <2.5 ymy PUF 0.1 uym).

Figura 6. Imagenes representativas de las PF y PUF del aire de la CDMX
obtenidas por SEM. A. PF provenientes del equipo Hi-Vol (magnificacion:
100 K X; tamafio de apertura 20 um; sefial A: obtenida en los lentes; Detector
anular de alta eficiencia tipo SE). B. PUF provenientes del equipo Moudi
(Magnificacion 50 K X, tamafio de apertura 30 um, sefial A: SE2; Detector
tipo Everhart-Thornley).

Como se menciond anteriormente, la cuantificacion y composicion quimica
del PM incluye iones, metales y compuestos organicos. La Tabla 2 muestra
los componentes quimicos encontrados en el PM colectado. Las PF
presentaron mayor proporcion de sustancias totales, metales y compuestos
organicos en comparacion con las PUF (36, 35y 17 veces, respectivamente).
El PM colectado presenta mayor cantidad de sustancias inorganicas que
organicas, pero con distinta contribucion: 84/16 % para las PF y 67/33 %
para las PUF. El azufre representa el 25 % en ambos tipos de particula;
ademas, las PF presentan en mayor proporcion calcio y fierro y las PUF
fésforo y cloro. Mientras que los componentes organicos principales fueron

ftalatos, alcanos y algunos PAHSs.
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Tabla 2. Caracterizacién quimica del PM colectado.

Elementos 3 PE 3 PUF
(ng/m?) (% del total ) (ng/m?) ( % del total )
Fosforo 738.09 3.89 63.58 15.33
Azufre 4685.86 24.68 110.40 26.61
Cloro 1299.71 6.85 195.24 47.07
Potasio 288.64 1.52 ND -
Calcio 6014.43 31.68 16.06 3.88
Titanio 136.07 0.72 ND -
Vanadio 45.36 0.24 ND -
Cromo 32.99 0.17 8.35 2.01
Manganeso 65.98 0.35 ND -
Fierro 3847.98 20.27 21.19 5.10
Cobre 1056.84 5.57 ND -
Zinc 767.78 4.06 ND -
Total
inorganicos 18 979.73 - 414.82 -
Compuestos PF PUF
Organicos (ng/g) ( % del total ) (ng/g) ( % del total )
Naftaleno ND - 155 0.64
n-Hexadecano ND - 1760 7.31
Dietilftalato 116 2.62 114 0.47
Dimetil ftalato 9 0.21 12 0.05
Fenantreno 16 0.37 95 0.40
Diisobutilftalato 105 2.38 132 0.55
Di-n-butil ftalato 3222 73.07 3649 15.15
Pireno 8 0.17 28 0.12
Bis[2-etil-hexil]
ftalato 933 21.17 830 3.44
n-Hexacosano ND - 1110 4.61
n-Heptacosano ND - 1941 8.06
n-Octacosano ND - 2417 10.03
n-Nonacosano ND - 3331 13.83
Benzo-[a]- ND - 21 0.09
antraceno
n-Triacontano ND - 2214 9.19
n-Hentricontano ND - 3207 13.31
n-Dotriacontano ND - 1812 7.52
n-Tritricontano ND - 1194 4,96
Total 4409 i 24 090 ;
organicos

ND, no detectado; ng/g, nanogramos por gramo de PM; % del total,
porcentaje de contribucién del componente respecto al total.




3.1.2 Efecto de la exposicion in vitro a las PF y PUF en la captura de
[*H]-dopamina

Los sinaptosomas estriatales se expusieron a concentraciones crecientes de
PF o PUF (0-100 pg/ml) y una concentracion fija de [*H]-dopamina (~30 nM)
para evaluar los efectos en la captura del neurotransmisor. La Figura 7
muestra que ambos tipos de particulas inhiben la captura de [*H]-dopamina
de manera dependiente de la concentracion. Las PUF mostraron una mayor
potencia para inhibir la captura, con una curva concentracion-respuesta
bifasica, y por lo tanto 2 valores de concentracién inhibitoria media (ICsp). La
inhibicibn méaxima (Imax) fue similar para ambos tipos de particulas (~40 %;
Tabla 3).

o
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401 e PUF

Captura de [°H]-dopamina
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Figura 7. Inhibicibn por las PF y PUF de Ila captura de
[3H]-dopamina por los sinaptosomas estriatales. Los valores son los
promedios * el error estandar (EE) de 3 experimentos independientes.
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Tabla 3. Inhibicién de la captura de [*H]-dopamina por las PF y PUF.

IC_1 IC_2

PM pIC 1 50 pIC_ 2 50 Imax 1 (%) |Imax 2 (%)
(pg/ml) (Hg/ml)

PF | 6.32+0.30 478 394+48 | -

PUF | 10.99 +£0.29 10.2 4.07 £0.53 85.1 246+21 |11.4+£0.8

Los valores son el promedio = EE de 3 experimentos independientes.

Para obtener informacién sobre el posible mecanismo de inhibicién de la
captura de la catecolamina, se realizé el ensayo de captura de [°H]-dopamina
en presencia de GBR-12909, un inhibidor selectivo del DAT, vy
concentraciones crecientes de PF. La Figura 8 muestra que el GBR-12909 (1
uM) inhibe la captura de [°H]-dopamina en 82 + 2 %, y que las PF disminuyen
significativamente y de manera dependiente de la concentracion la inhibicion
ejercida por el GBR-12909 en 49 + 2 %.
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Figura 8. Disminucién por las PF de la inhibicion por GBR-12909 de la
captura de [*H]-dopamina por los sinaptosomas estriatales. Los valores
son promedios = EE de 3 ensayos independientes. *P < 0.05, **P < 0.01,
****P < (0.0001; ANOVA de 1 via y prueba de Dunnet.
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3.1.3 Efecto de la exposicion in vitro a las PF y PUF en la liberacion de

[*H]-dopamina

En los sinaptosomas estriatales de la rata, la exposicién a 1 pg/ml de PF o
PUF produjo un incremento significativo en la liberacién de [*H]-dopamina
inducida por despolarizacion con 40 mM de K* (Figura 9). La liberacién
correspondié a 124.5 + 3.3 % en presencia de PF y a 127.5 + 8.0 % en
presencia de PUF (Figura 9B) con respecto al valor control. El efecto en la
liberacion de la catecolamina se ejerce en las fracciones 6-8 (liberacion
sostenida), sin advertirse aumento significativo en el pico de liberacion
(Figura 9A).
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Figura 9. Efecto de las PF y PUF en la liberacién de [*H]-dopamina por
los sinaptosomas del neoestriado de la rata. A. Ensayo representativo.
Los valores son promedios + EE de determinaciones por triplicado. B.
Andlisis de 4 experimentos. Los valores corresponden al area bajo la curva
de la liberacion de [*H]-dopamina, se expresan como porcentaje de la
liberacién control y son promedios + EE de 4 experimentos. * P < 0.05 con
respecto el control; ns, sin diferencia significativa; ANOVA de una via y
prueba de Tukey.
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3.1.4 Efecto de la exposicion in vitro a las PF y PUF en la afinidad y
sefalizacion de los D;Rs estriatales

3.1.4.1 Efecto de la exposicion in vitro a las PF y PUF en la afinidad de

los D,Rs estriatales

La densidad de los D,Rs en membranas del neoestriado se evalué con
ensayos de saturacion de la unién de [*H]-espiperona, obteniéndose una
union maxima (Bmax) de 793 + 94 fmol/mg proteina (4 determinaciones), con
una constante de disociacion (Kd) de 0.84 + 0.17 nM. Se eligid la
concentracién de 2 nM de [*H]-espiperona (cercana a la saturacion) para los
ensayos de inhibicion de wunién de radioligando en presencia de

concentraciones crecientes de dopamina (agonista endégeno).

La exposicion a PF o PUF no afectd la unién de [*H]-espiperona a los D;Rs
(95.6 + 8.7 y 90.0 £ 8.0% del valor control); sin embargo, desplaz6 a la
izquierda la curva de inhibicion (Figura 10). Este cambio fue
significativamente diferente para ambos tipos de particulas con respecto a la
curva control (no exposicibon a PM), asi como entre ambos tipos de
particulas, con un aumento en los valores de pKi (-Logio Ki), observandose
un mayor efecto para las PUF (Tabla 4). No existieron cambios significativos
en la inhibicion maxima (Imax). Estos datos indican un aumento de la afinidad

de los D,Rs por la dopamina.
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Figura 10. Efecto del PM en la afinidad de los D,Rs estriatales por
dopamina. La figura ilustra un ensayo representativo de 4 realizados. Los
valores se expresan como porcentaje de la unién control (en ausencia de
dopamina) y son promedios + EE de determinaciones por triplicado. El
analisis cuantitativo se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Andlisis del efecto del PM en la afinidad de los D,Rs estriatales
por la dopamina.

Control PF PUF P
pKi 6.69 + 0.08 7.29 + 0.06 8.27 +0.07 |0.006% 0.0001"; 0.009°
Ki (nM) 204 51 5 | e
Imax 83.7+1.8 855+25 84.3+3.0 |0.8532; 0.984" 0.945°

Los valores son promedios + EE de 4 experimentos. ® Comparacion
estadistica de las PF con respecto al control; ® Comparacién estadistica de
las PUF con respecto al control; © Comparacion estadistica entre PU y PUF
(ANOVA de 1 via y la prueba de Tukey). Ki, constante de inhibicion;
pKi, -Logo de Ki; Imax, inhibicibn maxima.



3.1.4.2 Efecto de la exposicion in vitro a las PF y PUF en la

sefializacion de los D,Rs estriatales

Los D,Rs se acoplan a proteinas Gayo, las cuales inhiben a las adenilil
ciclasas (Missale et al., 1998), que catalizan la conversion de ATP a AMPc.
En consecuencia, la activacidon de los receptores resulta en la disminucion de
la formacion de AMPc. La Figura 11 muestra que la activacion de los D;Rs
por el agonista selectivo quinpirole inhibe, de manera dependiente de la
concentracion del agonista (10%-10* M), la formacién de AMPc inducida por
forskolina (3 puM), un activador directo de las adenilil ciclasas. La presencia
de PF o PUF desplazo a la izquierda la curva de inhibicién, con un aumento
en los valores de la plCsy (logio ICsp) y la consecuente disminucién de los
valores de la concentracion inhibitoria media (ICsp). Los cambios fueron
significativos solo en presencia de las PUF, sin diferencias significativas en la
inhibicion maxima (Imax) entre los grupos (Tabla 5). Este resultado indica que
el PM, en particular las PUF, modifica la sefalizacion de los DRs,

aumentando la potencia del agonista evaluado.
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Figura 11. Efecto de las PF y PUF en la inhibicion por los D,Rs de la
acumulacion de AMPc inducida por forskolina. Ensayo representativo de
4 realizados. Los valores se expresan como porcentaje de la acumulacion
inducida por forskolina (3 uM) y son promedios = EE de determinaciones por
triplicado. El andlisis cuantitativo se muestra en la Tabla 5.



Tabla 5. Efecto de la exposicion a PM en la formacion AMPc inducida
por forskolina y la activaciéon de los D,R estriatales por el agonista

quinpirole.

hD,R Control PF PUF P

pIC, | 6.05+0.12 | 6.34%0.16 | 7.22+0.15 | 0.380", 0.008 , 0.005

IC,, (M) 0.9 0.5 (00 < J EN——

I 40+6 51+8 50 +5 0.48" 056 . 0.98"

max

Promedio + EE de 4 experimentos. * Comparacién entre control y PF. °
Comparacion entre control y PUF. ¢ Comparacion entre las PF y PUF
(ANOVA de 1 viay la prueba de Tukey).

3.1.5 Efecto de la exposicién in vitro a las PF y PUF en la afinidad y

sefalizacién de los hD, Rs en células CHO-K1

3.1.5.1 Efecto de la exposicion in vitro a las PF y PUF en la afinidad de

los hDy Rs en células CHO-K1 transfectadas

Las células CHO-K1 se transfectaron establemente con un plasmido que
contenia la secuencia para el hD; R (pcDNA3.1-hD, R). La expresion del
receptor fue 1,596 + 141 fmol/mg proteina con una constante de disociacién
(Kd) de 0.63 nM (pKd 9.2 + 0.04 M; 3 experimentos con determinaciones por
triplicado). Se eligié la concentracién de 2 nM de [*H]-espiperona para
realizar los ensayos de inhibicion, los cuales mostraron 2 poblaciones de
receptores (de alta y baja afinidad) que se aprecian en la Figura 12 por el

ajuste a 2 curvas sigmoideas (102° - 10° My 10® — 10° M de dopamina).

La exposicion a las PF y PUF no afectdé de manera significativa la union de
[*H]-espiperona a los hD, Rs en membranas celulares (93.2 + 7.3 y 91.8 +
8.3% del valor control). Sin embargo, y de manera similar a lo observado



para los receptores nativos (Figura 10), las PF y PUF indujeron un
desplazamiento a la izquierda de la curva de inhibicién y el incremento en la
pKi (Figura 11 y Tabla 6). Ademés, la exposicion a PF y PUF también

aumento la fraccion de receptores de alta afinidad (Tabla 6).
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Figura 12. Efecto del PM en la afinidad de los hD, Rs en células CHO-K1
transfectadas. Ensayo representativo de 5 realizados con determinaciones
por triplicado. Los valores son promedios + EE. El andlisis cuantitativo se
muestra en la Tabla 6.



Tabla 6. Analisis del efecto del PM en la afinidad (Ki) de los hD, Rs por
la dopamina.

hD, Rs Control PF PUF P
a. b.
pKiy 8.10+0.11 | 9.40+0.28 956030 | O-011%0.005%
> 0.99
Kiy (nM) 7.94 0.40 0.28
pKi, 5.26+0.17 | 5.31+0.12 5.35 + 0.24 > 0.9920¢
Kip (UM) 5.50 4.90 4.47
0.14%; 0.014°;
% hD, Ry 26+ 3 35+ 4 41+ 4 0.66°
a- b.
e 863+35 | 963+ 11 | 97.7+12 0'020 b%f’l ’

H, fraccion de receptores con alta afinidad. L, fraccion de receptores con baja
afinidad. Los valores son promedios = EE de 5 experimentos.
@ Comparacién estadistica entre control y PF. ° Comparacién estadistica
entre control y PUF. © Comparacion estadistica entre las PF y PUF (ANOVA
de 1 via y la prueba de Tukey).

3.1.5.2 Efecto de la exposicion in vitro a las PF y PUF en la

sefializacion de los hD, Rs en células CHO-K1

La Figura 13 muestra el efecto de las PF y PUF en la inhibiciébn por
concentraciones crecientes de DA (10*°-107 M) de la formacién de AMPc
inducida por forskolina. Las PF y PUF desplazaron la curva de inhibicion a la
izquierda, con disminucion del valor de la 1Csp, sin inducir cambios

significativos en la inhibicion maxima, Inax (Tabla 7).
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Figura 13. Efecto de las PF y PUF en la inhibicion por dopamina de la
acumulaciéon de AMPc inducida por forskolina en células CHO-K1-
hD, R. Se muestra un ensayo representativo de 5 realizados. Los valores se
expresan como porcentaje de la acumulacion inducida por forskolina (3 uM) y
son el promedio + rango de duplicados. El analisis cuantitativo se muestra en
la Tabla 7.

Tabla 7. Efecto del PM en la formaciéon AMPc inducida por forskolina.

hD, R Control PF PUF P
a b.
piC 9.97+030 | 11.35+0.06 | 12.05+006 | 9002, <0.001"
50 0.14
IC,, (PM) 107 4.5 0.9
I 67 +7 62+ 7 61 + 10 0.999aP¢

max

Los valores son el promedio + EE de 5 experimentos. ® Comparacion
estadistica entre control y PF. ® Comparacién estadistica entre control y PUF.
¢ Comparacion estadistica entre las PF y PUF (ANOVA de 1 via y prueba de
Tukey).



3.2 Exposicion in vivo
3.2.1 Exposicién aguda
3.2.1.1 Cuantificacion y caracterizacion de las PF y PUF

Mediante un contador de particulas condensadas (CPC-3787, TSI®), se
determiné el nimero de particulas por cm® en el aire ambiente y en las
camaras de exposicibn para determinar la eficiencia y correcto
funcionamiento del sistema de concentracion de aerosoles. El factor de
enriguecimiento con respecto a las particulas suspendidas en el aire
ambiente fue 6.6 para las PF y 4.0 para las PUF (Tabla 8). En paralelo y
mediante gravimetria (pesaje de filtros previo y finalizada la exposiciéon para
estimar la masa por volumen de aire), se cuantificaron las particulas
presentes en el aire ambiente (PF: MiniVol, 5 I/min) y en el equipo
concentrador de aerosoles (PF y PUF: 2.5 I/min). El factor de enriquecimiento
en las camaras de exposicion, determinado por gravimetria, fue de 7.3 veces
con respecto a las PF en aire ambiente. La Tabla 8 muestra la concentracion
y cuantificacion del PM en las camaras de exposicion y el aire ambiente
durante los 3 dias de la campafia. Puede observarse que las ratas control,
expuestas a aire ambiente filtrado (AF), estuvieron expuestas a una

concentracion y cantidad minimas de particulas atmosféricas.

Dados la configuracion del equipo y los dias de exposicion, se priorizd
determinar la concentracion de particulas a la que se exponian las ratas, lo
que implicaba utilizar filtros distintos a los empleados para determinar la
composicién del PM. Por lo anterior, y ya que solo se contaba con equipo de
monitoreo ambiental para las PF, éstas fueron caracterizadas quimicamente
(Tabla 9). Puede advertirse que la concentracion de elementos inorganicos
fue 3 veces mayor con respecto a los compuestos organicos. Presentandose
en mayor cantidad los elementos inorganicos S, Fe y K y en compuestos

organicos ftalatos y alcanos.



Tabla 8. Concentracion y cuantificaciéon del PM en las camaras de

exposicion y en el aire ambiente durante la exposicién aguda.

CPC
3

Concentracion (particulas /cm )

(hg/m)
PF 343.7 £10.5 148,368 £ 47,474
PUF 135.4+£19.9 69,168 + 18,531
Control (AF) <1 0.05+0.01
PF en aire ambiente 469+27 e
Aire ambiente 22,428 + 2,408

La concentracion del PM y el nUmero de particulas se expresan como el
promedio =+ EE de determinaciones (un minuto) al inicio, a la mitad y al final
de la exposicion diaria (3 dias, 5 h por dia).



Tabla 9. Analisis quimico de las PF durante la exposicion aguda.

Elementos 3 % de Compuestos 3 % de
L. ng/m L . ng/m L
Inorganicos contribucién Organicos contribucion
Azufre 2702 29.30 Naftaleno 3.70 0.13
Potasio 1529 16.58 n-Tetradecano 39.48 1.39
Calcio 992 10.76 n-Hexadecano 57.03 2.02
Cromo 330 3.60 Dimetil ftalato 5.56 0.20
Manganeso 98 1.04 n-Heptadecano 115.80 4.09
Fierro 2110 22.87 Fitano 14.26 0.50
Niquel 563 6.12 n-Octadecano 26.56 0.94
Cobre 195 2.13 Dietil ftalato 605.68 21.40
Zinc 700 7.60 Diisobutil ftalato 115.97 4.10
TOTAL 9219 Fenantreno 3.16 0.11
Di-n-butil ftalato 703.37 24.85
n-Docosano 25.17 0.89
0,
Comeugstos ng/m? & de. ) n-Tricosano 51.69 1.83
Organicos contribucién
Indeno[1,2,3—cd] 1.09 0.04 Diciclohexil 16.41 058
pireno ftalato
Benzo[ghi]
) 1.68 0.06 n-Tetracosano 61.59 2.18
perileno
Ciclopentafcd] 0.86 0.03 n-Pentacosano |  69.79 2.47
pireno
Criseno 1.00 0.04 n-Hexacosano 49.20 1.74
B
enzoff] 0.95 0.03 n-Heptacosano 72.81 2.57
fluoranteno
penzolidiorant | 1 48 0.05 n-Octacosano |  72.72 2.57
. 1.10 0.04 Bis[2-etl-hexill | 40397 14.27
Benzole] pireno ftalato
Benzo[a]pireno 1.01 0.04 n-Nonacosano 100.06 3.54
B
enzo [d] 0.73 0.03 _ 32.13 1.14
antraceno n-Triacontano
Perileno 0.21 0.01 n-Hentricontano 39.27 1.39
Pireno 2.83 0.1 n-Dotriacontano 52.51 1.86
Trifenileno 0.69 0.02 n-Tritricontano 4255 1.50
Total Orgénicos 2830.19

Analisis del PM colectado en filtros de cuarzo. ND, no detectado; ng/g, nhanogramos
por gramo de PM; % del total, porcentaje de contribucion del componente con

respecto al total.




3.2.1.2 Efecto de la exposicion aguda a las PF y PUF en la captura de

[*H]-dopamina por los sinaptosomas estriatales

La Figura 14 muestra la captura de [*H]-dopamina por los sinaptosomas
estriatales de ratas expuestas agudamente a AF, PF o PUF. Los datos se
ilustran mediante diagramas de dispersion que permiten observar los valores
individuales de las ratas en el grupo indicado. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos, advirtiéendose una alta variabilidad en los

datos para los 3 grupos.
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Figura 14. Efecto de la exposicion aguda a las PF y PUF en la captura de
[*H]-dopamina por los sinaptosomas estriatales. Los valores son
promedios + EE de determinaciones individuales (6 animales por grupo). ns,
sin diferencia significativa (Anova de 1 via y prueba de Tukey).



3.2.1.3 Efecto de la exposicién aguda a las PF y PUF en la liberacion de

[*H]-dopamina por los sinaptosomas estriatales

La Figura 15 muestra que la liberacion de [*H]-dopamina por los
sinaptosomas de ratas expuestas al PM fue mayor en comparacion con los
sinaptosomas provenientes de las ratas control, expuestas a AF. Los valores
correspondieron a 126.2 £ 6.8 % del control para el grupo expuesto a PF, y
1419 + 6.2 % del control para el grupo expuesto a PUF, sin diferencia

significativa entre la exposiciéon a las PF y PUF (Figura 14B).
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Figura 15. Efecto de la exposicion aguda a las PF y PUF en la liberacion
de [*H]-dopamina por los sinaptosomas del neoestriado de la rata.
A. Ensayo representativo. La liberacion del neurotransmisor fue inducida por
despolarizacion con 40 mM de K*. Los valores son promedios + EE de
determinaciones por triplicado. B. Andlisis estadistico. Los valores
corresponden al area bajo la curva de la liberacion de [*H]-dopamina, se
expresan como porcentaje de la liberacion control y son promedios + EE de
determinaciones individuales (5 animales por grupo). *P < 0.05, **P < 0.001
con respecto el control; ns, sin diferencia significativa (ANOVA de una via y
prueba de Tukey).
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3.2.1.4 Efecto de la exposicién aguda a las PF y PUF en la afinidad de
los D2Rs por dopamina

Los ensayos de inhibicion por DA de la unién de [*H]-espiperona en
membranas estriatales no mostraron desplazamientos significativos de la
curva de inhibicion o en la Inax €n las membranas de ratas expuestas al PM
en comparaciéon con el grupo control, expuesto a AF (Figura 16).
Consecuentemente, el analisis de los valores de pKi y Ki indic6 que la
exposicion aguda a PF o PUF no altera la afinidad de los D,Rs por su

agonista enddégeno (Tabla 10).

4007
350 1
300 A
250 1

200 T

Unién de [3H]-espiperona

1501

100 A

(fmol/ mg.proteina)

501

Log [dopamina ] (M)

Figura 16. Efecto de la exposicion aguda a PM en la afinidad de los D;Rs
estriatales por la dopamina. Ensayo representativo de 5 realizados. Los
valores son promedios = EE de determinaciones por triplicado.



Tabla 10. Analisis del efecto de la exposicion aguda a las PFy PUF en la
afinidad de los D;Rs estriatales por la dopamina.

AF PF PUF P

pKi 6.99 +0.08 | 6.93+0.13 | 7.03+0.05 | 0.26% 0.75", 0.63°

Ki (nM) 102 117.5 933 |

Imax (%) |  85%5 94 + 4 95 + 2 0.27%, 0.20°,0.98°

Los valores son promedios = EE de determinaciones individuales
(5 animales por grupo). Ki, constante de inhibicién; pKi, -Logio Ki; Inax-,
inhibibicion maxima. ® Comparacion estadistica de PF con respecto al control;
P Comparacion estadistica de PUF con respecto al control; ¢ Comparacion
estadistica entre las PF y PUF (ANOVA de 1 via y prueba de Tukey).

Por otra parte, los ensayos de inhibicibn mostraron una menor union total de
[*H]-espiperona en las membranas de ratas expuestas al PM (Figura 16),
sugiriendo una menor expresiéon de los D,;Rs. Lo anterior se confirmé
mediante ensayos de unién de radioligando de un solo punto. La Figura 17
muestra que las ratas expuestas agudamente a las PF o PUF presentan una
disminucién estadisticamente significativa en la densidad de los D;Rs

estriatales.
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Figura 17. Efecto de la exposicion aguda a las PF y PUF en la densidad
de los D,Rs en membranas del neoestriado de la rata. Los valores son
promedios + EE de determinaciones individuales (6 animales por grupo). *P <
0.05, *P < 0.01, ns, sin diferencia significativa (ANOVA de 1 via y prueba de
Tukey).

3.2.1.5 Efecto de la exposicién aguda a las PF y PUF en la actividad

motora

Cada una de las ratas se sometié por una hora a la prueba de campo abierto,
en la fase de obscuridad, antes y después de la exposicion a las PF o PUF,
para evaluar la actividad motora. No existieron diferencias significativas en la
actividad horizontal, la actividad vertical o los movimientos estereotipicos

entre los grupos antes de la exposicion al PM.

La Figura 18 muestra graficos representativos de la actividad motora de las
ratas posterior a la exposicion aguda a AF, PF o PUF. La linea roja
representa el movimiento del animal durante el tiempo de registro,
observandose una mayor densidad de trazos en el area de la arena

indicativa de actividad motora aumentada. En comparaciéon con el grupo



control, las ratas expuestas al PM mostraron disminucion del movimiento y

mayor evitacion del centro de la arena.

3]
AN 20 RO -
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AF PF PUF

Figura 18. Grafico representativo de la actividad motora posterior a la
exposicion aguda a AF, PF o PUF. Las imagenes fueron producidas por el
programa MED activity motor (Med Associates, INnc®).

La Figura 19 muestra los parametros afectados al analizarse las diferencias
cada 5 min, y la Figura 20 la comparacion de los parametros durante el
tiempo total de la prueba. La disminucién en la actividad horizontal de las
ratas expuestas al PM fue significativa durante los primeros minutos de
registro, periodo que incluye a la actividad exploratoria (primeros 5 min;
Figura 19). Las ratas expuestas a PF o PUF mostraron reduccion de la
distancia recorrida, el tiempo ambulatorio, los episodios ambulatorios y saltos
con respecto al grupo control (Figura 19 y Figura 20, A-D). Asi mismo, se
observé disminucion de las estereotipias desde el minuto 11 (Figura 19, E 'y
F) y tendencia al aumento en el tiempo de descanso (Figura 19 y Figura 20
G). No existieron cambios en la actividad vertical (Figura 19 y Figura 20, H e
). En conjunto, estos datos indican que las ratas expuestas agudamente a
PF o PUF presentan hipoactividad en comparacion con el grupo control (AF).
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Figura 19. Efecto de la exposicion agu

EE de 6

determinaciones por minuto, agrupada cada 5 min (12 animales por grupo).

*P < 0.05, *P < 0.01, **P < 0.001, ***P < 0.0001 (ANOVA de 2 vias y

motriz de la rata. Los valores corresponden los promedios *
prueba de Tukey).
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Figura 20. Efecto de la exposicion aguda a las PF y PUF en la actividad
motriz general. Los valores corresponden los promedios + EE de
determinaciones para el tiempo total de la prueba (12 animales por grupo).
*P < 0.05, *P < 0.01, ns; no significativo (ANOVA de 2 vias y prueba de
Tukey). La disminucion para las PF y PUF fue: A) 28 y 29 %; B) 26 y 25 %;
D) 21y 27 %yE)21y 25 %, respectivamente.



3.2.2 Exposicién subcronica
3.2.2.1 Caracterizacion, cuantificacion y concentracion de las PFy PUF

La Tabla 11 muestra los resultados del conteo de particulas en las camaras
de exposicion con el contador de particulas (CPC-3787%). El factor de
enriguecimiento con respecto al aire ambiente fue 3.6 para las PF y 2.8 para
las PUF. Por otra parte, la cuantificacion de las particulas determinada por
gravimetria mostré un enriguecimiento de 3.9 veces en las camaras de
exposicion con respecto a las PF encontradas en el aire ambiente (Tabla 11).
Las ratas control, expuestas a AF estuvieron expuestas a cantidad y

concentracion de particulas atmosféricas minimas.

Tabla 11. Concentracion y cuantificacion del PM en las camaras de

exposicién y en el aire ambiente durante la exposicion subcroénica.

Concentracion CPC
(ng/ m3) ( particulas/ cms)
PF 1155+7.1 80,100 £ 3,284
PUF 74.8+5.6 61,000 + 2,001
Control (AF) <1 0.02+0.01
PF en aire ambiente 295+16 -
Aire ambiente 21,800+ 1.014

Los datos se expresan como promedios + EE. El conteo de particulas se
refiere a determinaciones (un minuto) al inicio, a la mitad y al final de la
exposicion diaria (32 dias, lunes a viernes, 5 h por dia). La concentracion se
obtuvo determinando la diferencia de peso de los filtros de teflébn colocados
cada tercer dia de la semana.



La composicion quimica del PM en la exposicidon subcronica se muestra en la
Tabla 12. Las PF poseen mayor cantidad de compuestos totales (2 veces la
cantidad presente en las PUF), con una mayor contribuciéon de las sustancias
inorganicas en relacion a las organicas para ambos tipos de particulas (3y 2
veces para las PF y las PUF, respectivamente), con proporciones de 76/24 %
y 67/33 %, respectivamente. Los elementos con mayor contribucion fueron
calcio, azufre, fierro, potasio, zinc y niquel, mientras que los componentes

organicos principales fueron PAHS, ftalatos y alcanos.



Tabla 12. Composicién elemental de las PF y PUF durante la exposicion

subcroénica.

PF PUF
Elemfan.tos ng / m? Contribucion EIemfen.tos ng / m? Contribucién
Inorganicos (%) Inorganicos (%)

Azufre 5047 15.11 Azufre 2303 14.42
Potasio 3282 9.82 Potasio 1501 9.40
Calcio 7570 22.66 Calcio 1165 7.30
Titanio 567 1.70 Titanio ND --
Vanadio 88 0.26 Vanadio ND --
Cromo 579 1.73 Cromo 777 4.87
Manganeso 289 0.87 Manganeso 245 1.53
Fierro 12700 38.01 Fierro 7484 46.87
Niquel 791 2.37 Niquel 865 5.42
Cobre 516 1.54 Cobre 222 1.39
Zinc 1979 5.92 Zinc 1406 8.81
Total Total
Inorganicos 33408 Inorganicos 15968
Compfu_estos ng / m? Contribucion Compfugstos ng / m? Contribucioén
Organicos (%) Organicos (%)
n-Undecano 36.79 0.34 n-Undecano ND -
n-Tridecano 2.02 0.02 n-Tridecano 3.39 0.04
Naftaleno 25.25 0.23 Naftaleno ND -
n-Pentadecano ND - n-Pentadecano 31.41 0.40
Pristano 3.98 0.04 Pristano 511 0.07
Acenafteno 37.86 0.35 Acenafteno 35.82 0.46
Fitano 15.67 0.15 Fitano 29.63 0.38
n-Octadecano 794.55 7.36 n-Octadecano 473.71 6.04
n-nonadecano 77.03 0.71 n-nonadecano 85.99 1.10
n-Eicosano 152.59 141 n-Eicosano 110.38 141
n-Heneicosano 1.18 0.01 n-Heneicosano 1.90 0.02
Antraceno 669.19 6.20 Antraceno 664.77 8.48
4,5- 4,5-
Metilenfenantreno ND i Metilenfenantreno 70.68 0.90
9,10- 9,10-
Dimetilantraceno 228 0.02 Dimetilantraceno 251 0.03
Pireno 0.38 0.004 Pireno 0.46 0.01
Di-n-hexil ftalato ND - Di-n-hexil ftalato | 55.44 0.71
n-Heptacosano 58.85 0.55 n-Heptacosano 7.68 0.10
Benzilbutil ftalato 32%9'2 30.48 Benzilbutil ftalato 1918'2 25.22
Bis[2-ethil-hexil] ND - Bis[2-ethil-hexil] 50.50 0.64
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ftalato ftalato
n-Octacosano 21.69 0.20 n-Octacosano 30.51 0.39
Diciclohexil fthalato|  60.95 0.56 Diciclohexil 111 g5 1.46
fthalato
n-Nonacosano 1.12 0.01 n-Nonacosano 3.65 0.05
Trifenileno 1.80 0.02 Trifenileno 3.25 0.04
Ciclopentajcd]pireno| 2.25 0.02 Clclopenta[cd] 4,52 0.06
pireno
Criseno 19.34 0.18 Criseno 48.19 0.61
n-Triacontano 41.53 0.38 n-Triacontano 52.59 0.67
Di-Bencil ftalato 41.88 0.39 Di-Bencil ftalato ND -
7,12- 7,12-
Dimetilbenzol[a]- 1.87 0.02 Dimetilbenzol[a]- 4.07 0.05
antraceno antraceno
Benzo[B]fluoranten
Benzo[B]fluoranteno| 2.67 0.02 o 6.09 0.08
n-Tetratriacontano | 22.10 0.20 n-Tetratriacontano| 20.33 0.26
n-Pentatriacontano 2.10 0.02 n-Pentatriacontano| 4.21 0.05
Benzol[e]pireno 2.22 0.02 Benzo[e]pireno 6.41 0.08
Benzo[a]pireno 0.36 0.003 Benzo[a]pireno 1.18 0.01
n-Nonatriacontano 2.37 0.02 n-Nonatriacontano| 5.60 0.07
n-Tetracontano 4.68 0.04 n-Tetracontano 8.44 0.11
. . 3921.4
Benzo[ghi]perileno | 5395.70 50.00 Benzo[ghi]perileno 6 50.00
Total Organicos 10791.3 i T(,)tz_il 7842.9 )
9 Organicos 3

Andlisis del PM colectado en filtros de cuarzo. ND, no detectado; ng / g,
nanogramos por gramo de PM; % del total, porcentaje de contribucion del
componente respecto al total.



3.2.2.2 Efecto de la exposiciéon subcronica a las PF y PUF en la captura

de [*H]-dopamina por los sinaptosomas estriatales

Los sinaptosomas de ratas expuestas a PF o PUF mostraron una menor
captura de [°H]-dopamina en comparacién con los sinaptosomas del grupo
control (Figura 21; en fmol / mg de proteina: AF, 9,723 + 537; PF, 7,993 £
456; PUF, 7,383 + 388).
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Figura 21. Efecto de la exposicién subcrénica a las PF y PUF en la
captura de [°H]-dopamina. Los valores son promedios + EE de
determinaciones individuales (6 animales por grupo). Se elimin6é un dato de
cada grupo que se encontraba dos desviaciones estandar por debajo del
valor de la media, incluyendo dicho valor. *P < 0.05, ** P < 0.01 (Anova de 1
via y prueba de Tukey).



3.2.2.3 Efecto de la exposicién subcronica a las PF y PUF en la
liberacion de [*H]-dopamina por los sinaptosomas estriatales

Para los sinaptosomas de ratas expuestas a PF o PUF se observé una
mayor la liberacién de [°H]-dopamina en comparacién con los sinaptosomas
de las ratas control (Figura 22A). Los valores fueron 113.3 £ 16.3 % y 138.6 +
17.3 % del control para las PF y PUF, respectivamente (Figura 22B). Sin

embargo, no existié significancia estadistica entre los grupos.
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Figura 22. Efecto de la exposicién subcrénica a las PF y PUF en la
liberaciéon de [*H]-dopamina por sinaptosomas del neoestriado de la
rata. A. Ensayo representativo. La liberacion del neurotransmisor fue
inducida por despolarizacion con 40 mM de K”. Los valores son promedios +
EE de determinaciones por triplicado. B. Andlisis estadistico. Los valores
corresponden al area bajo la curva de la liberacion de [*H]-dopamina, se
expresan como porcentaje de la liberacion control y son promedios + EE de
determinaciones individuales (5 animales por grupo). ns, sin diferencia
significativa (ANOVA de una via y prueba de Tukey).
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3.2.2.4 Efecto de la exposicion subcronica a las PF y PUF en la afinidad
de los D,Rs por dopamina

Los ensayos de inhibicién por DA de la unién de [*H]-espiperona en las
membranas del neoestriado no mostraron desplazamientos significativos de
la curva de inhibicion o en la Inhax en las membranas estriatales de ratas
expuestas al PM en comparacién con el grupo control (Figura 23).
Consecuentemente, el analisis de los valores de pKi y Ki indic6 que la
exposicion aguda a PF o PUF no altera la afinidad de los D,Rs por su

agonista enddégeno (Tabla 13).

o
Q@

Unién de [°H]-espiperona
(fmol / mg. proteina)
P = N N
o a1 o al
2 2 2

o

9 8 -7 6 5 -4 -3
Log [ dopamina] (M)

Figura 23. Efecto de la exposicion subcrénica a PM en la afinidad de los
D,Rs estriatales por dopamina. Ensayo representativo de 6 realizados. Los
valores son promedios = EE de determinaciones por triplicado).



Tabla 13. Andlisis del efecto de la exposicion subcrénica a las PFy PUF
en la afinidad de los D;Rs estriatales por la dopamina.

AF PF PUF P
pKi 6.76 £+ 0.05 | 6.83+0.05 | 6.89+0.07 0_65a, 0.31°, 0.79°
Ki (nM) 174 148 129 | e
Imax (%0) 90 +2 88+4 91 +3 0_84a, 0.95°, 0_67C

Los valores son promedios * EE de determinaciones individuales
(5 animales por grupo). Ki, constante de inhibicién; pKi, -Logio Ki; Inax-,
inhibibicion maxima. ® Comparacion estadistica de PF con respecto al control;
b Comparacion estadistica de PUF con respecto al control; ¢ Comparacion
estadistica entre las PF y PUF (ANOVA de 1 via y prueba de Tukey).

En relacion a la densidad de los D,;Rs, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos control y de ratas expuestas subcronicamente
a PF o PUF (Figura 24).
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Figura 24. Efecto de la exposicién subcronica a las PF y PUF en la
densidad los D,Rs en membranas del neoestriado de la rata. Los valores
son promedios + EE de determinaciones individuales (6 animales por grupo).
ns, sin diferencia significativa (ANOVA de 1 via y prueba de Tukey).



3.2.2.5 Efecto de la exposicion subcrénica a las PF y PUF en la actividad

motora

La prueba de actividad motora se realizO como se describi6 para la
exposicion aguda. No se apreciaron diferencias significativas en la actividad
locomotora entre los grupos de animales antes de la exposicién al PM. La
Figura 25 muestra graficos representativos de la actividad motora de las
ratas posterior a la exposicion subcronica a AF, PF o PUF. Se observo una
menor densidad de trazos en el area para los animales expuestos a las
particulas, asi como mayor evitacion del centro de la arena en comparacion

con el grupo control, expuesto a AF.

AF PF PUF

Figura 25. Gréafico representativo de la actividad motriz posterior a la
exposicion subcronica a AF, PF o PUF. Las imagenes fueron generadas
por el programa MED activity motor (Med Associates, INnc®).

Las Figuras 26 y 27 muestran los parametros motrices analizados. De
manera similar a la exposicion aguda, los cambios fueron significativos
durante los primeros minutos de registro (actividad exploratoria, primeros 5
min; Figura 26). Las ratas expuestas a PF o PUF mostraron reduccion de la

distancia, el tiempo y los episodios ambulatorios con respecto al grupo
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control (Figura 26 y 27A,C). Asi mismo, se observdé una tendencia a la
disminucién del sobresalto, estereotipias y actividad vertical (Figura 26 y
27D, E, F, H, 1) y al aumento en el tiempo de descanso (Figura 26 y 27G). En
conjunto, los resultados de la prueba indican que las ratas expuestas
subcrénicamente a PF o PUF presentan hipoactividad en comparacion con el

grupo control.
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3.3. Resumen de resultados

Exposicion in vitro:

La exposicion a particulas finas (PF) y particulas ultrafinas (PUF):

Inhibi6 la captura de dopamina y aumento la liberacion de la misma en

sinaptosomas del neoestriado de la rata.

Aumento la afinidad de los D;Rs estriatales por la dopamina, asi como la
potencia del agonista selectivo quinpirole para inhibir la formacién de

AMPc en rebanadas del neoestriado.

Aument6 la afinidad de los hDy Rs por la dopamina, la fraccion de
receptores de alta afinidad, y la potencia de la dopamina para inhibir la
formacion de AMPc en células CHO-K1-hDy R.

Los cambios fueron mas evidentes por exposicién a las PUF en comparacion

con las PF.

Exposicidén in vivo:

La exposicion aguda y subcroénica a PF o PUF indujo hipoactividad en las

ratas, y modifico la liberacion o la captura de dopamina, respectivamente.

La exposicion aguda a las PF y PUF disminuy6 la densidad de los D,Rs

en el neoestriado de la rata.

Los cambios inducidos por la exposicion a PF o PUF fueron similares, si
bien la concentracion de PUF fue menor indicando una mayor potencia

de estas.



4. Discusion

Los resultados de esta tesis muestran que la exposicion in vitro e in vivo a las
PF y PUF indujo cambios en la transmision dopaminérgica del neoestriado
de la rata. Dado que la transmision dopaminérgica se ve afectada en
distintos transtornos motores y del estado de animo, la informacion obtenida
se suma a la evidencia que vincula el factor ambiental con alteraciones que

pueden contribuir al progreso de enfermedades neuropsiquiatricas.

4.1 Exposicion al PM

La CDMX presenta concentraciones superiores a los permitidos por la Norma
Oficial Mexicana para una exposicion diaria y anual a PF (NOM-025-SSA1-
2014), con valores promedio anuales de 23y 29 ug/m*®y valores maximos de
105 y 199 pg/m? para los afios 2017 y 2018, respectivamente (SEDEMA,
2017; 2018).

Un adulto inhala 1x10* litros de aire por dia, por lo que inhalaria ~230 pg/dia
de PF. EI PM < 0.5 ym permanece en suspension en el aire (Kreyling et al.
2007), y la capacidad de entrada y retencibn en el organismo es
inversamente proporcional al tamafio de la particula. En un adulto sano, una
proporcion alta de las PUF (25-40 %) se deposita en los pulmones (Jacques
y Kim, 2000), y ~13% del PM < 0.1 ym alcanza los alvéolos, region a través
de la cual el PM puede ingresar a la circulacién sanguinea (Sturm et al.,
2016). Por otra parte, se ha reportado la traslocacion de nanoparticulas de
plata, que comparten la misma dimension que las PUF, de la region olfativa
de la nariz al bulbo olfatorio, misma que alcanza 9 — 16 % (Patchin et al.,
2016). En conjunto, estos datos indican la distribucion de las particulas a

regiones distales del sistema respiratorio y a la circulacion pulmonar.

También se ha reportado que en células HUVEC (human umbilical vein

endotelial cells) y de la microvasculatura del cerebro humano la exposicion a



PM_ s reduce la expresién de las proteinas de la union estrecha ZO-1y ZO-2,
y aumenta la permeabilidad y migracion de los monocitos, indicando que la
exposicion a PM afecta la integridad de la BHE y que dicho efecto pueda
darse (Liu et al., 2015). En exposiciones in vivo a PM; s por via endotraqueal
(10-40 mg/kg, 10 ml de suspension/kg; Li et al.,, 2015) o del organismo
completo (305.58 + 254.22 ug/m® Chu et al., 2019) se ha observado
aumento en el contenido de metales (Li, Be, Al, Cr, Co, Ni, Se, Cd, Ba, Ti,
Pb, Cu, Mn y As) en la corteza prefrontal de la rata. Los datos sugirieren que
la exposicion a PM conduce a la entrada y la acumulacion de las particulas o

sus componentes en el SNC.

Valores anuales de PF (80 a 149 pg/ m®), superiores a los reportados para la
CDMX, se han reportado en ciudades del continente asiatico como Nueva
Delhi (India), Beiging, Xi'an, Langfang, Xingtai, Shijiazhuang, Xingtali,
Baoding y Handan (China), alcanzandose concentraciones diarias maximas
entre 325 y 688 pug/m?® (Van Dokelaar et al., 2010; Cao et al., 2012; Dey et al.,
2012; Tan, 2014). Aunque los niveles de PF varian segun la temporalidad de
las estaciones del afio y la geografia donde se encuentran, las
concentraciones a las cuales fueron expuestos los animales en este trabajo
se consideran ambientalmente relevantes (344 y 135 ug/m*®de las PF y PUF,
respectivamente, en el esquema agudo, y 116 y 75 pg/m® de las PF y PUF,

respectivamente, en la exposicion subcronica).

4.1.1 Caracterizaciéon del PM

El PM presenta un centro de carbono al que se adsorben iones, metales,
sales, PAHs, y otros componentes. La caracterizacibn quimica de las
particulas colectadas conserva un patron: las PF tienen mayor cantidad de
componentes en masa total, comparado con las PUF, lo que puede
relacionarse con la presencia de las PF en el aire ambiente y la aportacion

de las PUF a ellas. Independientemente del tamafio de la particula, los



metales o0 iones se encuentran en mayor cantidad con respecto al contenido
organico (Tabla 2, 9 y 12), el cual es mas elevado en las PUF. Por lo
anterior, consideramos que el componente inorganico del PM es el principal

contribuyente de los efectos que se observaron.

El monitoreo de las PUF no esta regulado, por lo que no se cuentan con
datos de cotejo de las PUF en el aire ambiente y por lo tanto las
comparaciones se realizaron con respecto a las PF. Debido al tiempo de la
exposicion aguda (3 dias) y la configuracion del concentrador de aerosoles,
se dio prioridad a la determinacion de la concentracién de las particulas y no
se colocaron filtros para la caracterizacion quimica; en consecuencia, se
caracterizaron las particulas capturadas por el MiniVol y solo se reportan
datos de las PF ya que no se conté con un equipo de monitoreo ambiental

para las PUF.

Al contrastar los componentes de las particulas, observamos una menor
cantidad de PAHs en el PM que se extrajo de los filtros (exposicién in vitro;
Tabla 2) con respecto a su cantidad en campafas pasadas en la misma zona
(De Vizcaya et al., 2006; Andrade-Oliva, et al., 2018). Por lo que no puede
descartarse la pérdida de material durante el proceso, aunque se hayan
procesado las muestras en paralelo y el PM presente otras caracteristicas
intrinsecas como el intervalo de tamafo (PF < 2.5 um y PUF < 0.1 um por
microscopia electronica) y la actividad redox (consumo de ditiotritiol, DTT),
similar a la reportada previamente (0.021 nmol/min*ug para PF; De Vizcaya
et al., 2006; 0.021-0.075 y 0.042-0.172 nmol/min*ug para las PF y PUF,

respectivamente; Ntziachristos et al., 2007).

El ensayo de DTT indica la reactividad del PM y por lo tanto permite
relacionar la toxicidad o efectos de éstas con su tamafio y su area superficial,
por lo que se considera una propiedad intrinseca de particulas de
dimensiones nanométricas, entre las que se encuentran las PUF (Hellack et
al., 2017). Los antecedentes descritos en la literatura indican que las PUF,

debido a su menor tamafio y mayor area superficial, tienen mayor actividad



redox y promueven alteraciones a concentraciones menores o bien un mayor
efecto a una concentraciéon igual de las PF (ver Resultados, seccion 3).
Ademas, considerando que los efectos en la densidad de los D,Rs estriatales
son reproducibles al exponer ratas a PF de manera aguda y subcrénica, en
distinta temporalidad y con cambios menores en la composicion sugiere que:
a) los componentes constantes del PM estan implicados en los efectos en un
organismo y b) el tamafio del PM tiene mayor consecuencia que la

composicién quimica.

4.1.2 Traslocaciéon del PM y efectos

La traslocacion del PM esta determinada por caracteristicas como el tamafio,
la carga de superficie, la solubilidad de los componentes, y la presencia de
proteinas, entre otras. El menor tamafio (PUF) facilita la penetracién en los
tejidos y como consecuencia la induccién de efectos moleculares y celulares.
La lipofilicidad de los compuestos organicos presentes en el PM (ftalatos,
alcanos y PAHSs) facilita su difusion en el parénquima cerebral, mientras que
los metales pueden traslocarse al cerebro mediante el transportador de
metales divalentes 1 (DMT1) y el sistema transferrina/receptor de transferrina
(Dorman et al., 2002; Crossgrove et al., 2003; Bressler et al., 2007; Yan et
al., 2010). Debido a estas caracteristicas, los componentes del PM o las

particulas pueden alcanzar diversas estructuras.

En este trabajo nos enfocamos en las alteraciones de la transmision
dopaminérgica a nivel del neoestriado. Sin embargo, la exposicion al PM
puede afectar distintas regiones cerebrales (como el hipocampo y la corteza
prefrontal) y diferentes neurotransmisores (como glutamato y serotonina);
dichas alteraciones desencadenan cambios conductuales asociadas a
trastornos psiquiatricos (Fonken et al., 2011; Morgan et al., 2011; Win-Shwe
et al.,, 2011; Davis et al.,, 2013; Allen et al., 2013; 2014; 2014b; Li et al.,
2017).



4.2 Efecto de la exposicion in vitro a las PF y PUF en la transmision
dopaminérgica

4.2.1 Efecto en la captura y liberaciéon de [*H]-dopamina por los

sinaptosomas

La inhibicién méxima de la captura de [*H]-dopamina fue similar para ambos
tipos de particulas; sin embargo, en presencia de las PUF se observo una
curva bifasica. Este comportamiento probablemente se debe a que el
aumento progresivo de la concentracion de las PUF promueve la formacion
de las PF por aglomeracion. Asi, la segunda parte de la curva refleja la
menor potencia de las PF formadas a partir de las PUF. De manera
relevante, las PUF fueron mas potentes que las PF para inhibir la captura de
la catecolamina, efecto que podria relacionarse con el mayor potencial
oxidante y de la cantidad de compuestos adsorbidos a la particula por unidad

de masa, lo que las hace mas reactivas.

Debido a la presencia de metales en las particulas, los que se ha reportado
afectan la funcion del transportador de dopamina (DAT), se realizaron
ensayos en presencia de GBR-12909. Este farmaco presenta homologia
estructural con la dopamina (DA), y por lo tanto se une directamente al DAT
e inhibe la captura del neurotransmisor (Andersen, 1989, Chen et al., 2004).
La disminucién en la captura de [*H]-dopamina por el GBR-12909 en
presencia de PM sugiere que éstas compiten por el sitio de union en el DAT
reduciendo la unién del farmaco. Ademas, la reduccion del efecto del
inhibidor y no el aumento de dicho efecto, que se esperaria del efecto aditivo
de dos inhibidores, indica que las particulas o sus componentes compiten
con el GBR-12909 por el sitio de unidon de la DA, pero que son menos afines
por el DAT que el inhibidor. En conjunto, este resultado plantea que el efecto
inhibidor de las particulas en la captura de

[*H]-dopamina podria deberse a la unién al DAT.



Diversos estudios han abordado el efecto de metales divalentes presentes en
el PM, como Co?*, Cu?*, Hg?*, Pb* y Zn**, en la captura de [*H]-dopamina
por los sinaptosomas estriatales (Bondy et al., 1979; Komulainen y Tuomisto,
1981a,b; Richfield, 1993; Yasui et al., 1996). Estos trabajos muestran que los
metales pueden modular la captura de dopamina al interaccionar con el DAT,
afectando o no la unién del inhibidor [*H]-GBR-12935 (Richfield 1993). Por lo
tanto, el efecto observado a este nivel de la transmisiébn dopaminérgica se

vera influenciado por los componentes del PM.

El aumento en la liberacion de [*H]-dopamina por los sinaptosomas
estriatales inducido por el PM se observa no en el pico de la liberacion
inducida por despolarizacién quimica, sino en la fase sostenida que sigue a
dicho pico (Figura 9). Debido a que estos ensayos se realizaron en ausencia
de inhibidores de la re-captura de DA, los resultados sugieren que el efecto
se debe a la inhibicion antes descrita. Sin embargo, no pueden descartarse
efectos directos del PM o de sus componentes en la liberacién, ya que se ha
reportado que cationes como Zn?*, Cu?*, Pb*" y Hg?" estimulan, aunque de
manera modesta, la liberacién de dopamina por los sinaptosomas estriatales

(Komulainen y Tuomisto, 1981a,b; Bondy et al., 1979; Minnema et al., 1986).

4.2.2 Efecto en la afinidad y sefializacion de los D,;Rs estriatales

La exposicién a PM aument6 la afinidad de los D,;Rs estriatales por la DA en
membranas del neoestriado, asi como la potencia del agonista selectivo
quinpirole para inhibir la formacién de AMPc inducida por forskolina en
rebanadas del nucleo. Los cambios en la afinidad fueron evidentes por el
aumento en el valor del -Logip de la constante de inhibicion (Ki) y la
disminucién consecuente en el valor de dicha constante (Ki), indicando una
mayor ocupancia por la DA de los D,Rs con una menor liberacion de
neurotransmisor en presencia de las particulas en comparacion con la

condicion control (Tabla 4). ElI cambio en la afinidad de los D,Rs por el



agonista enddgeno se vio reflejado en la sefializacion del receptor con una
mayor potencia del agonista selectivo quinpirole para inhibir la acumulacion
de AMPc en presencia de las particulas (Figura 11), con aumento en los

valores de pICsp y en consecuencia valores menores de la ICso (Tabla 5).

Se ha reportado que diversos metales modifican la afinidad y la sefializacion
de algunos receptores acoplados a proteinas G. En membranas del
hipocampo de la rata, los iones Mn?* aumentan la afinidad de los receptores
a serotonina 5-HT1a (5-HT1aRS) por el agonista 8-OH-DPAT (Parkel 2009),
en células de insecto Sf9 transfectadas con el adrenoceptor humano (3, los
iones Zn** aumentaron la afinidad por el agonista isoproterenol asi como la
acumulacion de AMPc (Swaminath et al., 2003); y, la exposicion a 6xido de
zinc aumenta la afinidad de los receptores muscarinicos M3 por el agonista

carbamicolina en células CHO transfectadas (Wang et al., 2010).

En contraste, en membranas de la corteza cerebral de la rata los iones Zn?*
redujeron la afinidad de los 5-HT;aRs por 8-OH-DPAT y su eficacia para
estimular la unién de [**S]-GTPyS, indicativa de la activacién de las proteinas
G (Barrondo y Sallés, 2009), y no afectan la acumulacion de AMPc inducida
por agonista en células CHO transfectadas con D Rs, pero reduce el efecto
de antagonistas (Schetz et al., 1999). Estos datos indican que los cationes
divalentes adsorbidos en la superficie de las PF y PUF podrian participar en

el efecto en la afinidad y la eficacia de la sefializacién de los D,Rs estriatales.

4.2.3. Efecto en la afinidad y sefializacién de los hDy Rs en células

transfectadas

Las neuronas estriatales (de proyeccidbn e interneuronas) expresan
receptores a dopamina de las familias Dy (subtipos D; y Ds) y D, (subtipos
D, D3 y D4). Por ello, los hallazgos en el tejido cerebral fueron confirmados
con ensayos en células transfectadas con la isoforma larga del receptor D,
humano (hD R).



En membranas de células CHO-K1-hD; R la inhibicién por DA de la unién de
[*H]-espiperona se ajustd a un modelo de dos sitios, con dos poblaciones de
receptores, de afinidad alta y baja por el agonista endégeno (Figura 12). De
acuerdo con el modelo cubico del complejo ternario de la interaccion de un
agonista con un receptor acoplado a proteinas G, la unién de éstas ejerce un
efecto alosterico sobre el receptor que resulta en una afinidad mayor del
mismo por agonistas (Kenakin et al., 2000). Debido a la expresion alta del
hD, R en las células CHO-K1 (1,596 + 141 fmol/mg proteina en comparacion
con 793 + 94 fmol/mg proteina para las membranas estriatales), es posible
que la expresion de proteinas G no sea suficiente para el acople de todos los
hD, Rs a proteinas Gaj, generandose por lo tanto una poblacién de

receptores de afinidad baja por agonistas (Figura 12).

De manera similar a lo observado para los receptores D, nativos, la
exposicion a PM incremento la afinidad de los hD, Rs por la DA, aumentando
los valores de pKi, asi como la potencia de estos receptores para inhibir la
acumulacion de AMPc inducida por forskolina. De manera interesante, el PM
también indujo un aumento en la fracciobn de receptores de afinidad alta
(%Ry, Tabla 6). Estos resultados confirman que la exposicion a PM aumenta
la afinidad de los hD; Rs por la DA, efecto que se manifestd en la
sefializacion de los receptores. Ademas, la mayor proporcion de Ry sin
alteracion de los R, sugiere que el aumento en la afinidad de los receptores
en presencia de las PF y PUF se debe a que se favorece el acople o la
interaccion de los receptores con las proteinas Ga,, 0 cual se refleja en la

mayor potencia para inhibir la acumulacion de AMPc.

En relacién a este aspecto, en membranas del hipocampo de la rata los
iones Mn?* aumentan la fraccién de 5-HT1aRs de alta afinidad y su afinidad
por el agonista 8-OH-DPAT (Parkel et al., 2009; 2011). Este efecto fue
prevenido por GTPyS, el cual desacopla los receptores de las proteinas G a
las que se encuentran unidos, lo que indica que el Mn?* favorece el acople

receptor-proteina G. Sin embargo, la informacion disponible también indica



que el efecto de los metales divalentes, y por lo tanto el efecto de las
particulas que los contengan, es complejo y depende de la composicién de

las particulas, el receptor involucrado y el sistema de expresion del mismo.

4.3 Efecto de la exposiciéon in vivo a PM en la transmision

dopaminérgica estriatal

Las alteraciones desencadenadas por la exposicion al PM son la suma de los
efectos de la particula y/o de sus componentes en contacto con los sistemas
del organismo en cuestién. La primera parte del proyecto, la exposicion in
vitro a PM, mostré que las PF y PUF son capaces de afectar la transmision
dopaminérgica en modelos simplificados. La segunda parte, la exposicion in
vivo, consider6 el paso del PM desde su ingreso por la via respiratoria, su
cinética y las interacciones con los diferentes sistemas del organismo,
evidenciando también alteraciones en la transmisiébn dopaminérgica del

neoestriado de la rata.

4.3.1 Efecto de la exposicion aguda a PM en la transmision

dopaminérgica

4.3.1.1 Efecto de la exposicion aguda a PM en la captura y liberacion de

[*H]-dopamina por los sinaptosomas estriatales

En los sinaptosomas de los animales con exposicién aguda (3 dias) a las PF
o PUF se observé un aumento en la liberacion de [*H]-dopamina en
comparacion con los sinaptosomas de ratas control (AF). Este resultado
indica alteraciones a nivel presinaptico en la transmision dopaminérgica y
sugiere que la concentracion de DA en la hendidura sinaptica es mayor en
las ratas expuestas al PM. El catabolismo de la DA depende de la cantidad
de la monoamina presente en la sinapsis, por lo que es probable que

también se vea aumentado en las ratas expuestas a las PF y PUF. Este



efecto puede inferirse del trabajo de Allen et al., quienes reportan que la
exposicion crénica a PUF aumenta los niveles de DOPAC (metabolito de la
DA) y la relacion DOPAC/DA (Allen et al., 2014b). Asi mismo, se conoce que
un aumento en la concentracion extracelular de DA inhibe la actividad de la
enzima TH en al menos 50% (Altar et al., 1987; Pothos et al., 1998),
sugiriendo que la sintesis puede verse disminuida. Sin embargo, estos

parametros deben ser analizados con mas detalle.

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que aborda los cambios en
la captura y la liberacién de DA inducidos por la exposicion in vivo a PM. El
Unico otro trabajo encontrado (Danielson et al., 2013) concuerda en que el
PM puede alterar la captura de DA. Estos autores estudiaron el efecto de un
tratamiento agudo y crénico con nicotina y/o material particulado del tabaco
en la captura de DA por los transportadores de DA (DAT) o de noradrenalina
(NET) encontrando alteraciones diferenciales de acuerdo a la estructura
cerebral (corteza prefrontal, neoestriado y nucleo accumbens). La bibliografia
relacionada con el PM y la transmisibn dopaminérgica es escasa. Algunos
estudios utilizan particulas de diesel (Gerlofs-Nijland et al.,, 2010),
nanoparticulas de diversos metales y metaloides (Gutierrez-Reyes et al.,
1998; Noueddine et al., 2005; Guilarte et al., 2008), e incluso se enfocan en
el efecto en la descendencia (Yokota et al., 2009; Suzuki et al., 2010). Los
resultados son heterogéneos, pero concuerdan en que la exposicion a

particulas afecta la transmision dopaminérgica del neoestriado.

4.3.1.2 Efecto de la exposicién aguda en la afinidad y la densidad de los

D,Rs estriatales

Los resultados obtenidos no mostraron cambios en la afinidad de los D;Rs
expuestos a las PF o PUF. Sin embargo, indicaron que las membranas
estriatales de las ratas expuestas a PF y PUF presentaban menor densidad

de D,Rs en comparacion con las ratas control. Este efecto fue reportado



previamente como consecuencia de la exposicion a las PF de ratas macho
Sprague-Dawley (Andrade-Oliva et al., 2018), y muestra la reproducibilidad
del efecto del PM independientemente de la cepa de animales y de la

temporalidad de la exposicion (julio vs. diciembre).

No obstante que en este trabajo la sefalizacion del receptor no se examino
para las exposiciones in vivo, el trabajo previo y la reproducibilidad
observada indican que la sefializacion puede encontrarse reducida debido a
la disminucion en la densidad de los receptores y no por una menor

activacion de las proteinas G (Andrade-Oliva et al., 2018).

No se ha identificado a la fecha otro reporte de investigacion indicativo de
cambios en los receptores a DA a consecuencia de la exposicion a
particulas, y los pocos trabajos que estudian la exposicién a particulas se
enfocan en los receptores a glutamato y el hipocampo. Morgan et al.
reportaron disminucion de la subunidad GIuAl del receptor a glutamato
AMPA en el hipocampo de ratones macho C57BL/6 expuestos crénicamente
a PUF (Morgan et al., 2011), asi como alteraciéon en las subunidades de los
receptores a glutamato AMPA y NMDA en ratas y ratones (Davis et al.,
2013). Win-Shew et al. reportan aumento del RNAmM de la subunidad NR2A
de los receptores NMDA en el hipocampo de ratones BALB/c hembra
expuestos a particulas de diesel (Win-Shwe et al., 2011), y disminucion del
transportador de glutamato EAAT4 en ratones macho, con ausencia de
cambios en las subunidades de los receptores a glutamato (Win-Shwe et al.,
2012).

Lo anterior indica que la exposicibn a PM puede alterar la expresion de
distintas clases de receptores presentes en diferentes estructuras cerebrales.
Similar a los cambios observados para las particulas, la exposicion a
cationes divalentes provoca cambios diferenciales en diversas regiones
cerebrales. Por ejemplo, la exposicion a Mn?" induce cambios en los
receptores GABA, y GABAg en el globo pélido, la sustancia negra y el

hipocampo de ratas, y disminucion de los D,Rs en el neoestriado de



macacos, sin modificacion de los D1Rs (Anderson et al., 2008; Guillarte et al.,
2008).

4.3.1.3 Efecto de la exposicion aguda en la actividad motora de la rata

La exposicion aguda a las PF y PUF produjo hipoactividad motora en los
animales de experimentacién (Figuras 17, 18 y 19). Este efecto se ha
reportado para ratones expuestos sub- y cronicamente a PUF concentradas,
sin encontrarse informacion para un esquema de exposicion semejante al
realizado en este trabajo. La reduccion en la actividad locomotora
espontanea se ha reportado como disminucion de la actividad horizontal en
animales adultos y en productos de ratas gestantes expuestas a PUF (Allen
2013; 2014a,b). La evasion del area del centro de la arena en la prueba de
campo abierto posterior a la exposicion cronica a las PF fue observada por
otro grupo de investigadores (Fonken et al.,, 2011). En conjunto, estos
resultados indican que la exposicion a PF o PUF incluso por periodos breves

puede conducir a alteraciones conductuales de indole motor.

La disminucién en los parametros medidos (distancia, tiempo y episodios
ambulatorios, estereotipias y evasion del area central) podrian relacionarse
con los cambios observados en seres humanos en el estado de animo,
asociados con la depresion, la ansiedad y el autismo. Estos transtornos se
han relacionado con la exposicion a PM a nivel poblacional y se han
reproducido en la exposicion in vivo en varios trabajos (Fonken et al., 2011;
Volk et al., 2013; Kalkbrenner et al., 2015; Allen et al., 2014; Li et al., 2015;
Raz et al., 2015).

4.3.1.4 Alteracion de la transmision dopaminérgica por la exposicion

aguda alas PFy PUF

Las variables de la transmision dopaminérgica evaluadas en este estudio no

se han determinado en conjunto para la exposiciéon al PM y no han sido



reportadas de manera integral en relacion a trastornos psiquiatricos. Con
base en los hallazgos en los sinaptosomas estriatales, el aumento en la
concentracion extracelular debido a la liberacion incrementada podrian
relacionarse con hiperactividad y esquizofrenia (Kienast y Heinz., 2006). Por
otra parte, en la prueba de campo abierto las ratas expuestas a las PF y PUF
mostraron hipoactividad y conductas asociadas con la ansiedad o depresion,
como la reduccion del comportamiento exploracion y la evasion del centro de
la arena. Este comportamiento podria deberse a: 1) el aumento en la
liberacién de DA es atenuado por un mayor catabolismo de la catecolamina y
disminucién de la sintesis; 2) los cambios pre-sindpticos pueden ser
opuestos por alteracion de la sefalizacion a nivel post-sinaptico de los
receptores de las familias D; y D,); 3) alteraciones en otras estructuras
cerebrales, como la corteza cerebral prefrontal, asi como a nivel molecular
de proteinas relacionadas con el estado de animo; y 4) la ventana de tiempo

en que se determinaron las variables.

Ademas, las ratas expuestas al PM mostraron disminucion de la densidad de
D2Rs, lo cual puede considerarse como una regulaciéon a la baja de los
receptores (down regulation) en respuesta al aumento en la concentracion
extracelular de DA. Por si sola, la disminucion de la densidad de D,Rs se ha
asociado con los efectos conductuales motores descritos en este trabajo,
como la hipoactividad y la reduccion en el comportamiento exploratorio (Self,
2010).

La actividad conductual involucra la funcion y conectividad de diferentes
estructuras cerebrales y esta influenciada por el ambiente. Se ha descrito
que la exposicion a PM induce cambios morfologicos en las neuronas de la
corteza cerebral y el hipocampo de los roedores, con evidencia de estrés
oxidante, inflamacién y alteraciones conductuales (Fonken et al., 2011; Chu
et al., 2019). Por ello, la alteracion de la transmision dopaminérgica en el
neoestriado de la rata por exposicion a las PF y PUF, no seria la Unica

responsable del efecto observado en el comportamiento.



Es importante destacar que el efecto en la exposicion aguda no fue
significativamente diferente entre las PF y las PUF, indicando que las PUF
son mas potentes para inducir los cambios ya que las ratas fueron expuestas
a una menor concentracion de PUF. Ademas, este resultado sugiere que los
efectos de las PF (monitoreadas ambientalmente) son adecuados para inferir
la accién de las PUF y que probablemente estas particulas contribuyen de
manera primaria al efecto de las PF, a pesar de su menor presencia en el

aire ambiente.

4.3.2 Efecto de la exposicion subcrénica en la transmision

dopaminérgica
4.3.2.1 Efecto en la capturay liberacién de [°*H]-dopamina

La disminucién de la captura de DA por los sinaptosomas de las ratas
expuestas a las PF y PUF sugiere un aumento de la concentracién de DA en
el espacio extracelular. Este aspecto se discuti6 anteriormente en las
secciones 4.2.1 y 4.3.1.1 para la exposicibn aguda, y sugiere que la
diversidad de los componentes influye en el efecto final. Estos resultados
muestran que la exposicion a mediano plazo al PM altera la transmision

dopaminérgica a nivel pre-sinéptico.

4.3.2.2 Efecto en la afinidad de los D,Rs estriatales

La exposicion subcrénica a las PF y PUF no modificé la afinidad o densidad
de los D2Rs en las membranas del neoestriado de la rata. La ausencia de
cambios en la densidad de los receptores también se observo en un estudio
previo de nuestro grupo de investigacion (Andrade-Oliva et al., 2018), en el
que se evalué la sefalizacion mediante la activacion de proteinas G
encontrandose una menor activacion en las membranas del neoestriado de

las ratas Sprague-Dawley expuesta a las PF. Estos resultados muestran la



reproducibilidad del efecto, independiente de la cepa de animales empleada
y de la temporalidad de la exposicion. Ademas, apuntan a mecanismos de
compensacion ya que no todos los cambios observados en la exposicion

aguda se mantuvieron en esta exposicion.

4.3.2.3 Efecto de la exposicion subcrénica en la actividad motriz de la

rata

Las ratas expuestas a las PF y PUF presentaron disminucién en la actividad
locomotora (dada principalmente por un menor ndamero de episodios
ambulatorios), reduccién del comportamiento exploratorio y evasion del
centro del area en comparacion con el grupo control. Estas caracteristicas
conductuales han sido reportadas por otros grupos de trabajo para la
exposicién cronica a las PF y PUF (Fonken et al., 2011; Allen 2013; 2014;
2014b; Chu et al., 2019); y muestran que el efecto en el comportamiento se
observa después de la exposicion al PM por periodos cortos y largos. Los
cambios observados en la prueba de campo abierto se han relacionado con
trastornos de ansiedad, depresion y autismo, mismos con los que se ha
relacionado la exposicion experimental in vivo a PM (Fonken et al., 2011;
Allen 2013; 2014; 2014b; Li et al., 2015) y la exposicion poblacional (Volk et
al., 2013; Kalkbrenner et al., 2014; Raz et al., 2015).

4.4 Alteracion dopaminérgica por la exposicion subcrénica a las PF y
PUF

Los resultados obtenidos apoyan la posibilidad de un aumento de la
concentracion de DA en el espacio sinaptico del neoestriado de las ratas
expuestas a las PF y PUF, generado por la menor re-captura del
neurotransmisor por las terminales dopaminérgicas. Estos cambios se han

asociado con estimulacion locomotora y ansiedad (Tilley et al., 2007, Erro et



al., 2012). En este trabajo, la prueba de campo abierto mostré hipoactividad
en las ratas expuestas al PM e indicios de una posible conducta de
ansiedad-depresion con base en la evitacion de centro del area y la

reduccion del comportamiento exploratorio.

Por otra parte, no se encontraron cambios en la afinidad o densidad de los
D,Rs estriatales posterior a la exposicién a las PF o PUF. En un trabajo
previo, en ratas expuestas a las PF tampoco se observd variacién de la
densidad de los D2Rs, pero si una disminucién de la activacién de proteinas
G (Andrade-Oliva et al., 2018). La reduccion en la sefializacion de los D;Rs
se ha relacionado con anhedonia, aspecto relacionado a su vez con la

depresion (Heinz et al., 1994).

Los posibles mecanismos de las alteraciones de la transmision
dopaminérgica estriatal por la exposicion a PM incluyen: 1) la generacién de
ROS y estrés oxidante; 2) la interaccion directa de la particula y/o sus
componentes con proteinas involucradas en la transmisién dopaminérgica
(DAT, proteinas de exocitosis, VAMT-2, D,Rs, entre otras); y, 3) las
alteraciones funcionales de otras estructuras cerebrales. Ademas de los
propuestos en la seccion 4.3.1.4 para la exposicién aguda, los mecanismos
de compensacién inducidos por la exposicion subcrénica al PM podrian ser
mas estables en comparacion con exposiciones cortas. Lo anterior se
propone con base en las variaciones observadas entre la exposicion aguda y
la subcronica para los componentes de la transmision dopaminérgica,
mientras que cabe resaltar que la disminucion en la actividad motora fue

semejante.



5.

5.1

5.2

Conclusiones

Conclusiones particulares:

La exposicion in vitro a PF y PUF altera pre-sinapticamente la captura
y liberacion de dopamina y post-sinapticamente la afinidad y

sefnalizacion de los D,Rs del neoestriado de la rata.

La exposicion aguda a PF y PUF induce hipoactividad en las ratas,
aumenta la liberacion de dopamina y disminuye la densidad de los
DsRs.

La exposicion subcronica a PF y PUF induce hipoactividad en las ratas

y disminuye la captura de dopamina.

La exposicion a concentraciones menores de PUF in vitro e in vivo
induce efectos semejantes a los observados con las PF; y en
condiciones a la misma concentracién, los cambios son mas

evidentes.

Conclusion general:

La exposicion in vitro e in vivo a las PF y PUF modifica pre- y post-
sinapticamente la transmision dopaminérgica del neoestriado de la
rata, siendo las PUF mas potentes para inducir las alteraciones

observadas.



6. Perspectivas

Entre los aspectos que se sugirieren abordar, y que no fueron contempladas
en este trabajo, se encuentra determinar en ratas expuestas al PM: 1) los
cambios en la sintesis y el catabolismo de dopamina, y 2) analizar cambios
en la densidad y sefalizacion de los D;Rs en el neoestriado de la rata.
Ademas, debido a la relacion con conductas tipo depresivas y ansiedad se
propone analizar las posibles alteraciones en estructuras cerebrales
relacionadas con el estado de animo (como por ejemplo la corteza prefrontal
y la amigdala), evaluar cambios conductuales especificos, como conductas
de tipo depresivo y determinar posibles alteraciones en la transmision

serotoninérgica.

Por otra parte, se plantea profundizar el analisis de la influencia de la
composicion y el tamafio del PM en la induccion de la alteracion de la
transmision dopaminérgica mediante correlaciones asi como rastrear las

particulas en distintas estructuras cerebrales mediante microscopia.
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