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RESUMEN

Entre los contaminantes mAs importantes de la Ciudad de
México se encuentran las aeroparticulas, a las cuales estan
asociados compuestos organicos como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP), mismos que se forman por la combustién
incompleta de productos derivados del petréleo. Puesto que se ha
demostrado que algunos de ellos son capaces de inducir cancer, es
trascendente caracterizar la actividad genética de 1la fraccién
respirable e identificar los agentes quimicos presentes en ésta.
Para evaluar la genotoxicidad de estos contaminantes es préactico
el uso de andlisis de corto término, como el de Ames con la
bacteria salmonella, sin cmbargo, es recomendable que los estudios
de riesgo genético no se basen wnicamente en un bioensayo, sino
que también se emplee, si es posible, algan sistema eucarionte
ademas del procarionte mencionado. Es el caso de la mosca de la
fruta ODrosophila melanogaster, cuyas ventajas para realizar el
estudio son: poco espacio para mantener gran numero de individuos,
los experimentos son rApidos, de bajo costo y gran sensiblidad
para detectar el dano provocado. En esta tesis se evalud la
actividad genética de compuestos que constituyen mezclas complejas
y que estan asoclados a las aeroparticulas que tienen di&metros
iguales o menores a 10 micrémetros (PM10) y se compard con el
efecto causado por aquellas que estan en las suspendidas totales
(PST), mediante el uso de dos pruebas biolégicas: la de mutacién y
recombinacién som&ticas (SMART) en células de las alas de

prosophila melanogaster Yy la de Ames, con la cepa TA98 de



Salmonella typhimurium. Ademas se determiné la presencia HAP por
cromatografia de gases. Los muestreos se realizaron el 27 de julio
y el 2 de agosto de 1991, en estaciones que la Secretaria de
Desarrollo Social (antes SEDUE) tiene en su red de calidad del
aire, en la Merced y en el Pedregal de San Angel, que corresponden
al centro y al suroecste de la zona metropolitana, respectivamente
y dque fueron seleccionadas por tener el mayor indice de
contaminacién durante el periodo enero a agosto de 1991. Se
expusieron filtros de fibra de vidrio durante 24 h en
muestreadores de grandes voldmenes. Los compuestos organicos se
extrajeron con metanol en equipos Soxhlet y se concentraron y
dividieron para el anaAlisis con Salmonella Yy Drosophila, los
tratamientos en el primer caso se aplicaron con dimetilsulféxido y
en el segundo con etanol. Con el sistema de Ames se obtuvo la
cantidad de revertantes por placa, con y sin la fraccién S$9 de
higado de ratdn, para verificar la efectividad de las mezclas
complejas se aplicé la prueba estadistica de diferencias minimas
significativas; mientras gque con obrosophila se utilizaron lineas
estdndar y otras con elevada actividad mectabélica. La respuesta de
SMART se manej® en cantidad de clones inducidos en 100,000
células, para compararla con la de Ames. Los resultados
encontrados en ambos sistemas son egquiparables en cuanto a
comportamiento y se corroboré que en los dlas y fechas de muestreo
los promutédgenos o mutdgenos indirectos producen mayor respuesta
que los directos. Tanto la cantidad de material particulado

colectado como la mutagenicidad fueron mis elevadas el 2 de agosto



que el 27 de julio para ambas estaciones, las particulas PM10
fueron ma&s genotdxicas que las PST y en ambas fechas en la zona de
la Merced se evidenci® que es mas grave la contaminacién con
aeroparticulas que en la del Pedregal de San Angel.

Como es la primera ocasién en gque se utiliza la prueba de
mutacién y recombinacién en células somAticas de Drosopbila
melanogaster para detectar mutagenos que se encuentran en las
mezclas complejas de las aevoparticulas, los resultados justifican
el uso de este sistema de prueba como sensor biolégico en los
anAlisis de rutina, en combinacién con Ssalmonella typhimurium para

establecer un mejor criterio sobre mutagenicidad.
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INTRODUCCION

En 1la actualidad, la ciudad de Msxico enfrenta un grave
problema de contaminacién del alre, debida principalmente a los
productos arrojados por vehiculos automotores, la quema de
combustibles y los desechos industriales, que requiere de prontas
soluciones, ya que de una u otra mancra es el resultado de las
actividades gque conducen al desarrolle del pais. Esto. ha
estimulado que se efectden estudios sobre la calidad del aire que
respiran los habitantes de esta ciudad, con el fin de conformar
medidas para sanearlo y para lo cual, la Secretarla de Desarrollo
Social (SEDESOL}) ha organizado una red de calidad del aire en la
zona metropolitana de 1la ciudad de Meéxico, constituida por
veinticinco estaciones ubicadas en diferentes puntos (Tabla I y
Fig. 1).

Es importante conocer los efectos causados en los seres
vives, especialmente en el hombre, considerando que los wmas
afectados son las personas que padecen enfermedades o transtornos
respiratorios, en segundo plano, los menores de edad y la gente
propensa a adquirir estos males. Sin embargo, los compuestos
arrojados al ambiente podrian provocar danos no s6lo en los
niveles anatémico y fisiolégico, sino también en el genético, ya
sea gue se induzcan alteraciones en la linea germinal, afectando a
las siguientes generaciones o en 1la somatica, provocando el

incremento en la formacién de tumores cancerosos, siendo segtn



algunos autores, los agentes quimicos la causa principal de 1la
aparicién de cancer y de la produccién de defectos genéticos al
nacimiento, enfermedades del corazén y cataratas (Ames 1979,
Tokiwa y Ohnishi 1986).

A los contaminantes se les clasifica en primarios vy
secundarios, los primeros son de origen natural (polvos,
vegetacién) o antropogénico (humo de cigarro, emisiones
vehiculares). Los secundarjios se generan a partir de los primarios
por reacciones atmosféricas (Hughes et al. 1980). Estos compuestos
se encuentran en el ambiente en estado gasesosoc o hien asociados a
particulas suspendidas en el aire, las cuales segidn su tamano
(diAmetro aerodindmico) al ser inhaladas o aspiradas quedan en
diferentes niveles del tracto respiratorio, siendo las de menor
tamano (<10 pm} las que alcanzan a llegar hasta bronguios vy
brongquiolos (Chrisp y Fisher 1980), mientras gue las mAs grandes
(>10 pm) permanecen en las vias superiores, fosas nasales, laringe
y faringe (Breysse y Swift 1990). Debido a esto a las primeras se
les considera como fraccién respirable y a las segundas como
inhalable. Aquellas particulas de menor tamano se depositan mas
eficientemente en pulmén, son eliminadas con mayor dificultad y se
mantienen por mAs tlempo en la atméstera, aproximadamente 100 h
(Esmen y Corn 1971), por estas razones las células del aparato
respiratorio tendradn mayor probabilidad de estar expuestas
directamente durante largos periodos a los mmtagenos gque estén
asociados a esas particulas. Dichos compuestos pueden ser

gradualmente removidos y subsecuentemente transportados a través



de la membrana alveolar al torrente circulatorio y asi otros
tejidos sensibles pueden quedar expuestos.

En lo que respecta a las aeroparticulas mads grandes, son
eliminadas mas facilmente y en menor tiempo, tanto por el aumento
del flujo de aire al respirar o al inhalar (Hileman 1981, Bowes y
Swift 1989), como por desprendimiento de las mucosas, lo gue en
ambos casos, lleva a la ingestién de todo el material depositado
en las vias superiores. En este casoc, los compuestos asociados
pueden ser solubilizados en el intestino y absorbidos al sistema
circulatorio, llegando también a otros ¢rganos blanco {(Chrisp y
Fisher 1980). Dado que las sustancias que se asocian a las
particulas, pueden tener capacidad carcinogénica y/o mutagénica,
es necesario caracterizar los compuestos contenidos tantc en la
fraccién inhalable como en la respirable e identificar los agentes
quimicos presentes en ellas que puedan ser nocivos para la salud
(Chrisp y Fisher 1980). Entre ellos se cuentan los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP), que se forman de la combustién
incompleta de productos derivados del petréleo, carbén, tabaco,
alimentos y virtualmente de cualquier materia orgAnica (Crittenden
Yy Long 1976, Woo y Arcos 1981, IARC 1983).

Este grupo de compuestos es primordial en cuanto a la
exposicién a la que estd sujeto el hombre, ya que se ha demostrado
que tienen actividad carcinogénica en animales y que mezclas
complejas de estos se hallan relacionadas con neoplasias en
humanos (IARC 1987). Una caracteristica de los HAP es que a pesar

de su semejanza estructural, una pequena modificacién puede
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provocar diferencias con respecto a su actividad genotéxica (Arczos
y Argus 1974, Dipple et al. 1984, Yang y Silverman 1988), por lo
que es importante el conocimiento de la correlacién estructura-
actividad de los HAP (Richard y Woo 1990), asi como de los
derivados que de ellos se desprenden, especialmente aquellos
compuestos nitrogenados, gque se han descrito como mutdgenos
directos y que se originan a partir de reacciones de los HAP con
los é6xidos de nitrogeno presentes en el ambiente (Arey et al.
1986, 1987, 1989, 1990, Pitts 1987, Zielinska et al. 1989a,b,
Atkinson et al. 1990).

bDesde hace tiempo se advierte la accién carcinogénica de
algunos HAP, como es el casc del benzo(a)pireno, sin embargo, como
se menciona anteriormente, estan formando mezclas complejas y al
interaccionar moléculas de distintos compuestos, se pueden llegar
a producir reacclones sinérgicas o antagénicas, que influyen en la
actividad de la mezcla completa (Alink 2t al. 1983), por lo que es
importante ademds de realizar estudios del contenido de compuestos
asociados a las aeroparticulas, también hacer pruebas de los danocs
a los que los organismos esté&n expuestos cuando se encuentran en
ambientes contaminados.

Para evaluar la actividad genotéxica de estos y otros
contaminantes se hacen experimentos de corto término con diversos
sistemas biolégicos como es el caso de la bacteria Salmonella, que
genéticamente est4 bien Qefinida para la deteccién de mutédgenos.

La prueba se basa en la reversién de bacterias auxotréficas con

requerimiento de histidina al tipo silvestre, conociéndose, segtn



la cepa utilizada, el mecanisme molecular de la mutacisén
involucrada. Ademas como ha sido usada para analizar tanto
contaminantes ambientales como compuestos gquimicamente puros vy
aungue las bacterias no poseen la capacidad enzimatica de 1lns
mamifercs para metabolizar los compuestos xenobiéticos, es
posible, al agregar al medio de cultivo la fraccién microsémica 59
de higado de mamifero, detectar también aquellas sustancias que
para producir dano sobre el ADN deban ser activadas
metabdlicamente (Durston y aAmes 1974, Kier et al. 1974, Ames et
al. 1975, McCann gt al. 1975, McCann y Ames 1976, Waters et al.
1978). En la figura 2 se muestra el esquema empleado para examinar
mutdgenos quimicos con la prueba de Ames enfocado a contaminantes
ambientales (Finlayson-Pitts y Pitts 1986).

Mo obstante, es dificil hacer estudios de riesgo genético
basa&ndose @nicamente en estos ensayos pues se trata de organismos
procariontes en donde sblo se analizan ciertas alteraciones, razén
por la cual es conveniente, al evaluar los efectos genotéxicos
provocados por contaminantes ambientales, utilizar mas de un
sistema, todo lo cual permita verificar un espectro mas amplio de
eventos genéticos (Kilbey 1978, Brusick 1988).

En la actualidad es posible considerar a Drosophila
melanogaster come un organisme adecuade para este tipo de
estudios, ya que ademds de poseer ventajas como son: ciclo de vida
corto (10 dias a 25 i+ 1°C), poco espacio y bajo costo para el
manejo y mantenimiento de grandes poblaciones, también se han

desarrollado nuevos tipos de analisis que son rapides y han
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demostrado ser tan o mas sensibles que el tradicionalmente usado
de letales recesivos ligados al sexo. En ellos se emplean células
somdticas y se puede determinar una gama amplia de eventos como
son: mutacién, no disyuncién, delecidn y recombinacién ( Craf gt
al. 1984, Vogel ot al, 1985, Whrgler et al. 1984, 1985, Wlrgel y
Vogel 1986, Delgado-Rodriguez 1990). Un antecedente de la
aplicacién de este tipo de pruebas lo proporcionan Graf y Singer
{1989) con extractos etandlicos dz filtros de edificios en dos
localidades de Basilea (Suiza) y sus resultados muestran
diferencias entre las localidades estudiadas, siendo la méas
cercana a un A4rea de trafico vehicular en la que se observa la
mayor vrespuesta. Inicialmente habla problemas para emplear a
Drosophila  melanogaster como monitor biolégico en la deteccién de
compuestos como los HAP (Lee et al. 1983) y aunque en diversos
experimentos se ha demostrado que en la fraccién microsémica del
citocromo P~450 obtenida de bprosophila se encuentra el grupo de
isoenzimas necesarias para su metabolismo (Klapwijk et al. 1984,
HUllstrbm 1987}, es hasta 1989 que Fr#8lich y Wlirgler establecen
una cruza de Drosophila melanogaster para la prueba de mutacién y
recombinacién somAticas en células del ala, en la cual se presenta
un incremento de la actividad enzimdtica del citocromo P-450, por
le gque su capacidad para metabelizar compuestos xenobiéticos esta
también intensificada. Esto le proporciona caracteristicas dtiles
come monitor bioldgico, considerando que ademds de las ventajas
gque tiene, aumenté su sensibilidad a ciertos HAP como el

Benzo(a)pireno y el 7,12-Dimetilbenzo(a)antraceno (Graf et al.



1984, Fr8lich y wWlrgler 1990), lo que implica que se debe revisar
la actividad de promutdgenos, que hablan sido descritos come
negativos, con el manejo de cepas adecuadas para detectar su
posible actividad genotéxica, ya sea qgue estén formando parte de
mezclas complejas o se empleen quimicamente puros por la sospecha
de su incidencia en el ambiente.

El objeto del presente trabajo es evaluar la sensibilidad de
brosophila melanogaster o la actividad genotérica de compuestos
que se encuentran forwando mezclas complejas asociadas a las
aeroparticulas, comparando los efectos de particulas suspendidas
en el aire de diametro igual o menor a 10 micrémetros (PM10), con
los de las particulas suspendidas totales (PST), para finalmente
conformar un conjunto de pruebas que comprenda, ademas del
andlisis quimico, una parte biolégica en la que se incluyan el
sistema de Ames y la prueba de mutacién y recombinacién somaticas

{SMART) en prosophila melanogaster.



MATERIALES Y HMETODOS

Filtros

Para capturar las particulas suspendidas en el aire, se
utilizaron filtros de fibra de vidrio que se expusieron al
ambiente durante 24 horas en mucstreadores Andersen de alto
volumen PBM10 (HVPM10) y de PST (HVPST) calibrados con un flujo
aproximado de 1.13 m3/min. El peso del material particulado se
obtuvo de la diferencia entre los pesos inicial y final del
filtro, considerando el flujo. Esto permitid conocer la densidad
de las particulas en un volumen de aire determinado.

Los muestreos se hicieron el 27 de julic y el 2 de agosto de
1991 en dos de las estaciones gue SEDESOL tiene en su red de
calidad del aire, 1la Merced y el Pedregal de San Angel, y que a
su vez corresponden al centro y surceste de la zona metropolitana
de la Ciudad de México, respectivamente. Estas 4&reas fueran
seleccionadas por ser las de mayor indice de contaminacién durante

los meses de enero A agosto de 1991 (CGRUPE 1991).

Obtencidén de la muestra

La fraccidn organica, en la que se incluyen los HAP, se
obtuvo wediante el tratamienta de los filtros con 250 ml de
“atanol, colocéndolos en equipos Soxhlet durante 6 horas, una vez

transcurrido este tiempo se procedit¢ a evaporar a sequedad total
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en bano Maria y se llevéd a un volumen fijo de 1 ml con metanol.
Este disolvente fue seleccionado por ser uno de los m&s empleados
en este tipo de estudios pues se ha demostrado que extrae con
mayor eficiencia los compuestos orgénicos (Jungers y Lewtas 1980).
La cantidad resultante se dividié en tres alicuotas; para el
estudio quimico, el ensayo con prosophila y la prueba de Ames, las
dos tltimas se evaporaron a sequedad total y se resuspendieron
respectivamente en etanol y en dimetilsulféxido. In la figura 3 se

presenta el esguema de trabajo utilizado.

Método_Analitico

Para comprobar la presencia de hidrocarburos aromaticos
policiclicos y sus nitroderivados se examinaron las muestras por
medio de cromatografia de gases empleando el siguiente

procedimiento:

1. Se inyectaron al cromatégrafo (Perkin-Elmer 6 2000) con el
divisor de flujo cerrado durante 30 secg y con el siguiente

programa de temperatura:

Inicial Final
Temperatura 80 310
Tiempo (min} 2
Velocidad de
calentamiento 6
(°c/min)

Temperatura del inyector: 230 ©C
Temperatura del detector: 325 ¢

2. La identificacién se hace por tiempoc de retencién de los
compuestos de un estandar externo, gque contiene HAP a

9



concentracién de 1-20 pg/ml, el cual se detalla en la Tabla II.
Como disolvente se utilizé metanol (grado cromatografico),
como gas de arrastre hidrégeno y la columna que se usé fue de
metil fenil silicona (50%).
Los detectores utilizades fueron dos, de ionizacién de llama

y de nitrégeno fésforo.

Ensayo_de _mutagenicidad empleando Salmonella typhimurium

El procedimiento realizado fue el estandar de incorpcracién
en caja (Maron y Ames 1983). La cepa usada fue TA98, la cual puede
detectar mutaciones por corrimiento del marco de lectura, esta ha
demostrado ser la mas adecuada para ensayos en los gue se incluye
la fraccién microsémica S9 de higado de mamifero y ha resultado
ser mas sensible a los compuestos presentes en muestras de
aeroparticulas que la cepa TA100 (Van Houdt et al. 1987,
Villalobos et al. en preparacién).

La fraccién S9 se prepard segtin Ames ct al. (1975) de higado
de ratas macho de la linea Sprague-Dawley con un peso aproximado
de 200 g cada una; los animales fueron tratados con Aroclor 1254
(200 mg/ml) diluddo en aceite de malz (500 mg/Ky) cinco dias antes
de ser sacrificados.

A 0.1 ml de la solucién a probar se agregé 0.1 ml de
suspensién de bacterias cultivadas durante toda la noche anterior
Y en los casos en los en que se analizé el efecto de la mezcla
compleja con activacién metabdlica, se adicioné 0.5 ml de 1la

fraccién S9, todo esto se llevé a tubos conteniendo agar blande a
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450C y se sembrd en cajas de Petri que se incubaron durante 48 h a
379C, una vez transcurrido este tiempo se realizé el conteo de las
colonias bacterianas que revertieron por caja.

Debido a que para llevar al cabo este trahajo unicamente se
contd con la mitad de cada filtro, era poco el extracto, por lo
cual en la prueba de salmonella se empled Wnicamente una
concentracién, equivalente a la cantidad de aire mnuestreado
durante una hora por mililitro de DMSO (67.9 m3/ml). Lo anterior
impidi® el andlisis de regresién lineal para determinar 1la
actividad especifica de cada muestra (potencial mutagénico), 1la
que corresponderia a la pendiente de la parte lineal inicial
tipica del comportamiento concentracién-respuesta (Maron y Ames
1983) y cuyo valor, equivalente en este caso a la cantidad de
revertantes inducidos por unidad de exposicién (metro ctbico de
aire muestreado, ml, mg) (Krewski gt al. 1992), se emplea para
correlacionar los potenciales carcinogénico y mutagénico (McCann
et al. 1988, Piegorsch y Hoel 1988). Por lo tanto, en este estudio
se presentan los resultados como revertantes/placa, a los que se
les ha restado el testigo, empleandc el método estadistico de
diferencias minimas significativas (LSD) (Hageman et al. 1988). La
que se calculé tomando en cuenta la varianza entre los valores de
las repeticiones del testigo y los tratamientos, segén la

siguiente ecuacién:

LSD=¢V2 MS
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Donde t es el valor estadistico de t a un nivel de confianza
determinado con los grados de libertad equivalentes a la suma del
ndmero de repeticiones menos uno de cada tratamiento y MS es la
varianza de las repeticiones de todos los tratahientos. Los
valores se obtuvieron considerando la probabilidad de error

equivalente a 0.05 y 0.01.

Medio de_cultivo para prosophila melsnogaster

En la elaboracién del medio de cultivo para el mantenimiento
de las cepas se utilizarén gomas naturales (carrageninas), ya que
aparte de ser mids baratas que el agar, se observé que no afectan
al crecimiento de las moscas, lo cual redujo en mAs del 50% el
costo (Delgado-Rodriguez et al. en preparacién). Los ingredientes
se anadieron en las siguientes cantidades:

agua 1250 ml

Gelamix 7.6 g

Liangel 2.4 g

azdcar 70 g

harina de mafz 112 ¢

levadura de cerveza seca 55 g
nipagin simple (fungicida) 0.4 g
Acido propiénico (bactericida) 4 ml

Se mezclaron en seco las gomas y el azéacar y se disolvieron
en 870 ml de agua. Aparte y en otros 380 ml se incorporaron la

harina y la levadura. Se calentaron las gomas hasta ebullicieén,
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anadiendo después aproximadamente 0.4 g de nipagin simple y
agregando posteriormente los 180 ml restantes. ©Se cocid todo
algunos minutos, se retiré del fuego y se le puso el acido
propiénico. Se sirvié en frascos seces y limpios, no fue necesario

que previamente estuvieran esterilizados.

Lineas de Drosophila
Se emplearon cuatro lineas progenitoras para la realizacién
de la prueba:
1. mwh/mwh
2. £1r3/TH3, Ser
3. ORR1/0RR1; ORR2/ORR2; mwh/mwh
4. ORR1/ORR1; ORR2/ORR2; f1r3/TM3,Ser
mwh: "pelos multiples", se encuentra en el cromosoma 3 a 0.0
unidades de mapa y se distingue fenotipicamente porgue en las alas
del adulto en lugar de un tricoma por célula, correspondiente al
fenotipo silvestre, se presentan de dos a cinco (Lindsley y Grell
1968) .
£1r3/TH3,Ser: flr3:“flama", estA a 39 unidades de mapa sobre
el cromosoma 3, aparece fenot{picamente como tricomas de forma
irregular eﬁ el térax, el abdomen y las alas (Garcia-Bellido y
Dapena 1974, Lindsley y Zimm 1985). Como en condicién homocigética
es letal, se requiere para el mantenimiento de la linea que 1lo
porta la presencia de un cromosoma balanceador, el TM3,Ser, que

tiene wuna inversién pericéntrica abarcando gran parte del
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cromosoma 3 y que ademas posee el marcador dominante “Serratia"
(Ser), lo cual permite reconocer facilmente a los individuos que
llevan la inversién, ya que éstos muestran las alas con bordes
discontinuos. Como "Serratia" es, en condicién homocigética, una
mutacién letal en cada generacién sélo se recobran individuos
heturocigéticos tanto para fir3 come para Serratia.

ORR1 y ORR2: son el primero y el segundo cromosomas de la
ifnea Oregén R(R), misma que es resistente al insecticida DDT y
que muestra elevada actividad metabslica en lo que a reacciones
dependientes del complejo microsémico P-450 se refiere (Frdlich
y Wlrgler 1989). Este 1ncremento en su capacidad metabdlica se
debe principalmente al gen RI, ubicado en el cromosoma 2 a 65.0
unidades de mapa; por lo tanto, lo gue se hizo fue la sustitucién
de los cromosomas 1 y 2 de las lineas originales mwh/mwh y

f1lr3/TM3, Ser, por los de la linea Oregédn R(R).

Cruzas

Se realizaron tres cruzas de la siguiente manera:

Hembras de la linea flr3/TM3,Ser (2) con machos de la linea
mwh/mwh (1}, a la que se hace referencia con la sigla E por ser la
cruza estandar.

Hembras de la linea ORR;f1r3/TM3,Ser (4) con machos de la
linea mwh/mwh (1), misma que se designd con las siglas HAB por
poseer el marcador RI de alta biocactivacién en forma
heterocigética. Esta cruza se 1llevé a cabo porque la de alta

bicactivacién presenta algunos problemas como son: presencia de
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arreglos irregulares en los tricomas del ala, que dificulta la
clasificacién de las manchas; gran variacién en los resultados de
las repeticiones experimentales y baja produccién de huevos por
parte de las hembras ORR;mwh. Esta situacién se observa también
en la estandar por lo que en este trabajo se invierte la cruza
empleando hembras flr3 (Graf y van Schaik 1991).

Hembras de la linea ORR;flr3/IM3,Ser (4) con machos de la
linea ORR;mwh/mwh (3), cruza a la que se menciona con las letras
AB por ser la originalmente descrita por Fr8lich y Wirgler en 1989

como de alta biocactivacién.

Prueba de Mutacién_ y recombinacién somaticas (SMART)

Se basa en el uso de organismos heterocigéticos para
mutaciones recesivas en células somAticas, de tal forma que la
pérdida del alelo dominante en algan momento del desarrollo
permite la expresién del recesivo, que se expresa fenotipicamente

como una mancha sobre la cuticula del adulto (Graf et al. 1984).

Entre las ventajas quec ofrece la prueba estdn la de requerir
dnicamente de una generacién de noscas para la obtencién de
resultados, la de reconocer si la accién de los agentes quimices
es en el momento del tratamiento o bien si el efecto sucede
después del mismo, ya que el tamano de las manchas observadas
depende del tiempo en el que se induce el clon, de tal modo que si
ocurre tempranamente presentarad mayor tamano que si se produce

hacia el final de éste,
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Como se muestra en la figura 4, la formacién de las manchas
en las células de las alas puede deberse a mutacién, recombinacién
o delecién (Graf et al. 1983).

Con el fin d= que haya individuos con poca variacién en la
edad, se colectaron huevos durante 8 h en frascos con una base
s6lida de agar (5% p/v) cubierta con una capa de aproximadamente 5
mm de una pasta espesa de levadura seca activa enriguecida con
aztcar. Antes de colocar a los adultos para la oviposicién se dejo
secar la superficie de la pasta tapando la boca del frasco con
gasa. Para obtener las larvas, el frasco se lavd con agua
corriente y se filtré con una coladera de gasa fina de nylon para
capturar a los organismos (Magnusson y Ramel 1990), que se
pusieron en tubos homeopAticos conteniends 1.5 g de medio
instantdneo y 5 ml de la solucién que se probé.

Cuando los adultos emergieron, fueron fijados en alcohol al
70%, para posteriormente montar las alas en preparaciones
permanentes como se indica en el trabajo de Graf y colaboradores
de 1984.

Se analizd la regién distal de cada ala con un microscopio
¢ptico, a un aumento de 400. Se registré cada mancha de la
siguiente manera:

a. Seccién del ala: A,B,c’,C,D’,D y E, (Garcia-Bellido y
Merriam, 1871).
b. Cantidad de células: manchas chicas (1 a 2) y grandes

(3 6 mas)
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c¢. Fenotipo: sencillo (mwh 6 flr} & doble fmwwh y flr en

zonas adyacentes).

El andlisis estadistico se realizé seghn Frei y Wlrgler
(1988), mediante la prueba de X2 de proporciones con la correcion
de Yates y con el programa de computo SMART versién P.C. de
Wdrgler y Frei (comunicacién personal). Para considerar si el
resultado es: positive, positivo débil, negativo o dudoso, se
empled el procedimiento maltiple de Shelby y Olson (1981) y Frel y
Wirgler (1988), cn donde se compararon las frecuencias inducidas
de los grupos tratados con las de los testigos, tanto bajo una
hipétesis nula que considers que las frecuencias observadas cn los
grupos testigo no difiereron de las de los tratados, como ante una
hipétesis alternativa en 1la que 1la frecuencia inducida en los
tratados es "m" veces mis alta que la hallada en el testigo.
Debido a la aparicién esponténca de manchas peguenas con un sélo
fenotipo, se trataron estadisticamente por separado las diversas
clases de wanchas obtenidas {chicas sencillag, grandes sencillas y
dobles) y es con base en esta diferencia, que a la aparicién de
cada tipo se le asigné un namero "m' determinade, siendo de 2 para
las manchas pequenas sencillas, por ser las mas comunes y de 5
para las manchas grandes sencillas y las dobles, que se dan con
menos frecuencia (Frei y Wdrgler 1988). Para comparar los
resultados de los tratamientos de brosophila melanogaster con los
de Salmonella, se calculd la frecuencia de produccién de clones

mwh por 105 ceélulas, ajustando este valor con el del testigo, para
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lo cual, la cantidad de clones mwh se dividié por la de alas y por
las células que conforman el &rea que se analizd y que corresponde
aproximadamente a 24,400 (Garcla-Bellido y Merriam 1871). Para
corregirlo con el testigo, se resté la frecuencia de este dltimo a
la del grupo tratado, 1lo cual permiti® la comparacién entre
tratamientos con distintas frecuencias en ¢l testigo (e. g. cruzas

I contra II}).

Selecciébn de las cr

as empleadas

Para evaluar la capacidad de la prueba SMART, empleando las
cruzas E, HAB y AB, en la deteccién de la genotoxicidad debida a
las aercparticulas, se tomaron dos muestras cuya respuesta en la
prueba de Ames ya era conocida; como los extractos se cncontraban
en DMSO al 100% que es téxico para las larvas de Drosophila
melanogaster, se utilizé entonces agua y Tween 80 para gque al
diluir la muestra el DHMSO quedara a diferentes concentraciones
(0.5, 1.0, 1.5 y 2.0%) con y sin la fraccién organica. El Tween 80
se empled a concentracion fija (1%). De los tratamientos sélo se
pudieron analizar aguellos en los gue la concentracién de DMSO fue
de 0.5%, ya que tanto en los testigos como en los grupos tratados
hubo elevada toxicidad (Tabla III}.

Dado que las concentraciones de los diferentes compuestos de
la fracclén organica fueron muy bajas se realizé otro ensayo con
el fin de comprobar si los disolventes permitian gque el
tratamiento se diera a larvas de 48 h de edad total para asi

aumentar el tiempo de exposicién y de esta manera lograr mayor
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sensibilidad. Sin embargo, hubo toxicidad en larvas de esta edad,
mientras gue con las de 72 h se obtuvo una cantidad adecuada de
adultos para el anédlisis.

De estos experimentos surgieron resultados claros de
mutagenicidad con la muestra I en el cruzamiento HAB (Tabla III),
mientras que en el E no hubo incremento significative, lo que
implicé que para tener accién mutagénica, los componentes de esa
mezcla deben ser activados metabdlicamente. En la cruza AB se
produjo toxicidad elevada, misma que fue extrema en el caso de la
muestra I y que se dehié a los disolventes ya que aparecid tanto
en 1los grupos tratados come en los testigos. Una vez que se hubo
corroborado que Drosophiia melanogaster fue sensible a la fraccién
organica presente en las aeroparticulas, se procedié a desarrollar
un protocolo con caracteristicas adecuadas para el analisis con la
prueba SMART.

A partir de estos resultados se decidié: manejar la cruza HAB
en lugar de la AB, debido a que con la primera se podian emplear
los mismos criteries v+ lectura que en el cruzamiento E, ya que el
patrén en el arreglo de los pelos del ala no estd alterado; por
otro lado, en el cruzamiento AB habla alta toxicidad debida a los
disolventes y wenos sensibilidad a los componentes de la mezcla
compleja. El1 hecho de haber seleccionado el cruzamiento HAB sobre
el AB, no implicé que en los experimentos de rutina se eliminara
al cruzamiente E, ya que es posible encontrar en la mezcla
compleja algunos componentes de accién directa, que pudieran ser

rapidamente degradados o excretados, dando resultados falsos
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negativos en el HAB, mientras que en el E estos compuestos se
podrian detectar maAs fAecilmente porque el nivel de la actividad
metabslica de compuestos xenobiéticos es menor, ademds, los
agentes de accién directa han demostrado ser igualmente efectivos
en ambas cruzas y al comparar los resultados de la E con los de la
HAB se notaria en qué medida los efectos pdian deberse a agentes

indirectos o directos.

Muestras evaluadas

Para obtenerlas en este trabajo se hicieron extracciones de
filtros del 27 de julio y 2 de agosto de 1991, de las estaciones
que SEDESOL tiene ubicadas en la.zona de la Merced y del Pedregal
de San Angel, tanto para PST (partlculas suspendidas totales) como
para PM10 (particulas cuyo didmetro aerodinadmico es igual o menor
a 10 um), esto con el objeto de comparar los aportes mutagénicos y
tratar de correlacionar 1los resultados obtenidos con los
compuestos presentes en la mezcla.

En el diseno que se empled se elimind el DMSO como
disolvente, por lo que el nmetanol, con el que se vealizé la
extraccién de la mezcla, se evapord a sequedad total y se
resuspendi¢ con etanol; para los tratamientos se diluyé el etanol
conteniendo el extracto al 3% y para lograr una suspensién lo mas
homogénea posible se empleé Tween 80 al 3%; las condiciones que

permitieron la evaluacidn de las muestras fueron las siguientes:
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Disclventes: Etanol 3% + Tween 80 3%
Edad de las larvas al tratamiento: 72 h
Duracién del tratamiento: 48 h

Cruzas empleadas: E, HAB

Congentracién de la muestra

Las unidades generadas para la concentracién a la que se
probaron los extractos en la prucba SMART se dan en equivalencia
de m3 muestreados x ml~l, de esta forma, si se multiplica por la
cantidad de particulas colectadas en cada caso (Tabla IV), se
obtiene el ndmero de éstas por mililitro a las cuales estaba
asociada la mezcla evaluada. Sin embargo, dado gque se esta
trabajando con extractos que contienen la fraccién organica
presente en este material particulado, los datos se dan en forma
de cantidad equivalente al néimeroc de metros cibicos muestreados
por unidad de la solucidn a evaluar.

Segan las consideraciones anteriores, se emplearon dos
concentraciones para cada uno de los extractos obtenidos con
metanol: 2.44 y 9.76 m3 x ml~! , en el caso de Drosophila, mientras

que en el caso de Salmonella correspondié a 67.9 m3x mi~l,
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RESULTADOS

Se analizaron muestras de PST y PM10 de la Merced y del
pPedregal de San Angel, correspondientes a 27 de julio (270791) y 2
de agosto de 1991 (020891), mediante cromatografia de gases y dos
bhioensayos, la prueba de Ames con la cepa TA98 de Salmonella
eyphimurium con y sin activacién metabélica (59) vy el sistema
SMART en células de las alas de prosophila melanogaster, en dos
cruzas, una con actividad metabélica normal y la otra con alta
biocactivacién. Unicamente en los experimentos con oprosophila se
estudiaron dos ccicentraciones , las cuales son equivalentes a

2.44 m3/ml y 9.76 w3/ml.

Estimacién de la masa de particulas por filtro (Tabla IV)

Para ambas estaciones y fechas, la masa de PST fue mayor que
la de PM10 (Fig. 85), la mayor cantidad de aeroparticulas se
colectd el 020891, ademads en ambas ocasiones, se presentaron en la
Merced indices mas elevadus de estus contaminantes que en el

Pedregal de San Angel.

Analisis quimico

Se comprobd la existencia de HAP en la mezcla de las ocho
muestras estudiadas , los resultados se dan en las tablas V y VI.
El fluoranteno y el criseno son los compuestos que estan
contenidos en la mayor parte de los extractos, ya que de los ocho

se observaron en cuatro.
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Para constatar la existencia de derivados nitrogenados en las
mezclas analizadas, se empleé el detector de nitrégeno-fésforo,
en los resultados de la tabla VII, se notéd que la muestra con
mayor cantidad de nitroderivados es la de PST Merced del 2 de
agosto, de los compuestos estandar, sé6lo el 1,8~dinitronaftalenc
aparecidé en los cuatro extractos revisados, el 2,7-dinitrofluoreno
Y 6-nitrobenzo(a)pireno en tres, 1,5-dinitronaftaleno y i-
nitropireno en una, mientras que 1,3-dinitronaftaleno, 2,7-

dinitro,9~fluorenona y 6-nitrocriseno en ninguna.

Efectos genctoxicos
Salmonella typhimurium TA98

Los resultados se presentan en la tabla VIII y figuras 6 y 7.

En todos los casos, excepto en Pedregal 020891 para PM10, se
ocbtuvieron valores superiores cuando se agregd la fraccién S9.

Cuando no se¢ anadié la mezela S9 a PST (Fig. 6), de las
cuatro muestras la unica que dié respuesta mutagénica (con P <
0.05) fue M020891, en lo que respecta a PM10 sin 59, el orden de
actividad fue el siguiente: M020891 > M270791 > P020891 > P270791,
siendo este #ltimo negativo, los tres restantes fueron positivos
(P < 0.05). En la figura 6 se observa que los extractos de PM10
provenientes de la Merced tuvieron mas efecto mutagénico en ambas
fechas gque los del Pedregal, sicndo adem&s el 020891 el de mayor
mntagenicidad, tanto para PST como para PM10,

El analisis de los resultados de PST y PMIO con S9 se

presenta en la figura 7, con PST en el siguiente orden P270791 >
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M020891 > P020891 > M270791, estos as{ como los de PM1O, fueron
significativos con P < 0.01, cuando se probaron las particulas
menores a 10 um de diametro el comportamiento observado fue:
M270791 > M020891 > P270791 > P020891. De este ultimo grupe de
tratamientos se noté que PM10 de la Merced fue mds mutagénico para
ambas fechas que las particulas colectadas en el Pedregal, sin
embargo, en esta dltima estacién, PST fue mads genotédxico que PM1O
mientras que en la Merced el comportamiento se invirtié, es decir,

PM10 fue mayor que PST.

Drosophila melanogaster

Para evaluar el efecto de las muestras y evitar problemas
producidos por los disolventes en la interpretacién de los
resultados, se trabajé de manera que la concentracién de etanol
quedara siempre al tres por ciento de la solucién a probar, la
primera serie de experimentos se realizé tomando de la alicuota el
volumen requeride para que el etanol, conteniendo la fraccién
orgénica, estuviera a la concentracién indicada, por otro lado,
debido a que no se conocen de manera cualitativa ni cuantitativa
las sustancias presentes en los extractos, no fue posible emplear
unidades de exposicién en teérminos de concentracién, cantidad de
soluto por unidad de solvente, por lo que Wnicamente se pudo
calcular el equivalente de aire muestreado por unidad (ml) de la
solucién a probar come se indica en la seccién de material y

métodos. En los primeros ensayos se usd una concentracién
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equivalente a 2.44 m3/ml. Los resultados obtenidos para la cruza E
aparecen en la tabla IX y para la HAB en la X, el analisis de los
datos se bas6 en la frecuencia de manchas totales por ala, ya que
este parametro involucra todo el universo de eventos que se pueden
detectar, sin embargo, es cvidente que la aportacién mayor al
total de manchas se debe a las sencillas chicas, como se puede
apreciar en las tablas IX y X. En los analisis a 2.44 m3/ml hay
varios tratamientos en los que no fue rosible decidir si la
respuesta era positiva o negativa, por lo que se procedié a
realizar una nueva serie en donde la concentracién de la fraccién
orgénica presente en la muestra fuera equivalente a 9.76 m3/ml
sin alterar las condiciones establecidas inicialmente para el
etanol. Dado que en esta ocasién algunos de los datos se
definieron hacia positivo o negativo, se decidio trabajar con esta
segunda serie para comparar los resultados con los obtenidos con
Salmopella, para lo cual se empled la frecuencia de manchas mwh
inducidas por 105 células, corregida con la frecuencia del
testigo, este criterio permitié que las comparaciones entre los
diferentes experimentos estuvieran justificadas ya que se est4
eliminando la frecuencia esponténea propia de cada caso (dltimas
dos columnas de la tabla IX y X).

En la figura 8 se graficaron los resultados de las pruebas
con PST y PM10 con la cruza E, el cumportamiento gue presentaron
ambos tipos de muestreo es muy similar al que se observa en la
figura 5. Con PST el orden de respuesta es M020891 > P020891 >

M270791 = P270791, con PM10 el comportamiento fue el mismo, salvo
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que en los dos dltimos casos M270791 estd ligeramente aumentada
con respecto a P270791. En tres de los cuatro puntos graficados
(sitios y fechas de muestreo) se hace evidente gue PM10 es méis
activo, siendo M020891 el dnico en el gue PST fue mayor que PM1O.

De la cruza heterocigética de alta biocactivacién (Fig. 9) con
PST y PM10 se noté también gque en tres de los cuatro casos PM10
fue mas efectivo gque PST, siendo la excepcién P270791, en donde la
respuesta con PST fue mucho mas alta gue con PM10, inclusive fue
el incremento mas alto con PST para esta cruza, seguido de M020891
> P020891 > M270791, en la tabla X se notd gue P270791 es el dnico
caso de toda el universo de tratamientos en gue las manchas
simples grandes fueron positivas. E1 comportamicnto observado con
PM10 wvuelve a ser similar al de 1la densidad de particulas
colectadas por metro ctbico de aire muestreado (Fig. 5), siendo en
orden decreciente de actividad M020891 > M270791 > P020891 >
P270791,
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DISCUSION

Se demostré, por los anAlisis de cromatografia de gases, la
existencia de HAP en todas las muestras estudiadas, sin embargo,
seria equivocado suponer gque la actividad mutagénica observada fue
producida anicamente por estos compuestos, pues se debe considerar
gue el disolvente eclegido para la extraccién de las sustancias
orgAdnicas, aunque separa con mucha eficiencia a los HAP presentes
en las mezclas estandar (Jungers y Lewtas 1980), no es del todo
selectivo para la fraccién no polar en la que se encontrarian los
HAP. Esto implica que en la mezcla también es factible hallar
hidrocarburos de cadena lineal y sales inorganicas, estas
posiblemente est&n interactuando con los compuestos organicos
formande complejos metdlicos (May et al. 1992). A4n mas, se debe
considerar que pueden encontrarse cientos de sustancias organicas
que tienen accién muy diversa sobre los organismos (Finlayson~
Pitts. y Pitts 1986), lo gue reflejaria posibles efectos debidos
tanto a la accién directa come a la indirecta. A pesar de esto es
posible mencionar dos casos de coincidencia entre los dos
bioensayos manejados y el analisis quimico. El primero de ellos es
el extracto de PST M020891, con €l cual se obtuvo el mayor
incremento en la respuesta a PST cuando no se anadié la fraccién
$9 en sulmonella (Fig. 6) y con la cruza E en Drosophila
melanogaster (Fig. 8). En éste se encontrd la cantidad mas elevada
de especies de Nitro~HAP y diversos autores han descrito gue los

derivados nitrogenados de hidrocarburos policiclicos se comportan
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como mutagenos directos (Rosenkranz 1982, Gibson 1983, Ortiz~
Marttelo 1993), por lo que estos pueden haber contribuide al
efecto observado en ambos organismos, Como se recordard hubo
respuesta con salmonella aun cuando no se ~mpleé la mezcla S9,
mientras que en Drosophila melanogaster Se obtuvieron, con esta
misma muestra, comportamientos muy similares al aplicarla a la
cruza E y HAB, implicando en ambos casos la exlstencia de
actividad genotéxica de tipo directo. E1l segundo también
corresponde a PST, pero en esta ocasién al Pedregal de San Angel
270791. Aunque fue el punto en el que tanto para PM10 como para
PST se colectard la menor cantidad de particulas, en los estudios
de cromatografia se detecté un pico que aproximadamente
corresponde al tiempo de retencidn del acenafteno (Fig. 10) en
alta concentracién. Sin embargo, se supone gue no se trata de ésta
sustancia debido a que aquelse trata de un HAP de bajo peso
molecular que se encuentra casi totalmente en ia fase gaseosa de
los aeroscles y no es comtn hallarlo en la fase particulada
(Salomaa et al. 1988). Ademds el coleo del pico no corresponde al
comportamiento tipico de un HAP, gque normalmente tiene perfiles
mas simétricos. Lo que si{ se puede esperar es que al ser observado
con el detector de lonizacién de llama, se trate de algun otro
compuesto orgé&nico. Es interesante resaltar que los resultados
obtenidos con los bioensayos coinciden en los casos en los que se
trabaja con la fraccién S9 an Salmonella y con la cruza HAB en
Drosophila (Fig. 7 y 9). En los dos sistemas ésta muestra indujo

mayor cantidad de mutaciones cuanuo se trabajé con PST y como se
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mencioné anterlormente, en ambos la actividad metabslica esta
jugando un papel importante, lo que implica que el efecto se debe
a la accién de mutdgenos indirectos o promutigenos.

Se observa gue el dnico caso en el qgue el comportamiento de
los resultados con Salmonella corresponde a la cantidad de
material particulado, fue cuando se analizaron los extractos de
PM10 sin anadir la fraccidn microusémica &9 (Fig. 5 y 6), mientras
que con Dprosophila melanogaster se encuentra que a mayor cantidad
de particulas, la actividad genotéxica gque estd siendo detectada
también aumenta, el unico caso que no coincide, es el de PST con
la cruza HAB (Fig. 9), a pesar de lo cual, se aprecia que los
datos de estas dos pruebas son también similares entre si (Fig. 6
a 9), lo que sugiere que con ambos organismos se estan detectanda
mutadgenos en la mezcla compleja asociada a las aeroparticulas. Las
diferencias que se evidencian, seguramente se deben a las
caracteristicas intrinsecas de cada sistema, resaltando el hecho
de que el andlisis con Salmonella implica actividad metabélica in
vitro, mientras que en SMART sucede in vivo y por otro lado, los
compuestos administrados a bprosophila estan penetrando hasta las
células blanco a través de las membranas del aparato digestivo. Es
importante mencionar que en estudios anteriores se ha demostrado
que la respuesta de Salmonella coun S9 a mezclas de HAP es afectada
por la interaccién irreversible de algunas moléculas con factores
nucleofilicos que integran al complejo microsémico P-450 (Dehnen
et al. 1977, Talcott y Wei 1977, Haugen y Peak 1983, Takeda et al.

1984), mientras que, in vivo estas uniones posiblemente se rompan



y la degradacién o activacién de las sustancias xencbhbiéticas se
lleve a cabo de manera mas eficiente (Crebelli et al. 1988). En
este sentido, es posible gue los resultados obtenidos de la prueba
SMART reflejen en forma mas real la capacidad de estas mezclas
para producir dane genético. Ademds se debe considerar que la
presencia de derivados nitrogenados, a4n en trazas, tal vez
contribuya a 1la accién genotéxica detectada por salmoencila,
debido a la extraordinaria actividad de las nitrorreductasas
bacterianas (Mermelstein et al. 1981). Todos estos aspectos pueden
explicar las diferencias ohservadas entre las pruebas con
salmonella y SMART, en el caso de este estudio y en otros trabajos
anteriores en los que se usaron células aniwmales in vivo, in vitro
e inclusive fluidos corporales de animales expuestos a extractos
de compuestos asociados a las aeroparticulas (Alink et al. 1983,
Krishna et al. 1984, Hadnagy et al. 1986, Motykiewicz et al. 1988,
Salomaa et al. 1988). En el caso de brosophila melanogaster, loOs
cambios observados en lagc frecuencias de clones inducidos por cada
100,000 celulas entre la cruza E y la HAB dejan implicita 1la
necesidad de emplear ambos tipos de cruzamientos, lo cual permite
discernir en cuanto el efecto mutagénico estd mas o menos
determinade por 1la presencia de sustancias que requieren ser
bioactivadas, aungue el hecho de que en la cruza E exista cierto
nivel de actividad metabslica hace que las discrepancias con los
resultados obtenidos de la bacteria sean en cierta forma mas

evidentes.

En los dias y fechas de muestreo, tanto la cantidad de
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material particulado colectado como la mutagenicidad fueron mas
elevados el 2 de agosto con respecto al 27‘dc julio para ambas
estaciones.

Aparentemente los compuestos organicos asociados a las
particulas que constituyen la fraccien respirable (< 10 pm) son en
general mas actives desde el punto de vista genético que los
obtenidos de muestreos de PST, adn cuando la cantidad de material
particulado que se colectd en estos dltimos sea mayor. Este
incremento en la mutagenicidad de PM10 con respecto a PST coincide
con lo descrito por Commoner et al. (1978) en que aparentemente
los mutadgenos més activos se asocian a particulas mas peguenas, ya
que se generan principalmente de fuentes antropogénicas, por lo
;que tienden a formar nécleos pequenos por condensacién de vapor o
bien a ser adsorbidos por particulas preexistentes en el ambiente,
llevandose a cabo los mecanismos propueétos por Pistikopoulos gt
al. (1990) en los que el parAmetro esencial que determina que los
HAP, que constituyen la fase gaseosa, Se unan al material
particulado, es la volatilidad de los mismos, por lo que los HAP
mas ligeros sc asocian a particulas mayores de las que forman
parte aquellos menos volatiles. Este hecho aunado a la relacién
que existe entre el volumen y la superficie de las particulas,
facilita la dilucién de los compuestos gque estAn asociados al
extracto de PM10 con relacioén al de PST, en otras palabras, en los
muestreadores de grandes voldmenes de tipo PST se captura mayor
cantidad de material generado por erosién y otros factores no

antropogénicos, sin embargo, permanecen en la atmésfera aquellas
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particulas mas pequenas y gque son mas dificiles de remover, a las
que se encuentran asociades gran cantidad de HAP, mientras que en
los muestreadores de PM10 se colectan mas particulas de menor
tamano, cuyos compuestos asociados al ser extraldos se obtienen en
mayor concentracién que en los de PST.

En las 4reas estudiadas la actividad genotéxica de la
fraccién ovganica coincide con el hecho de que en el centro del
4rea metropolitana es grave la contaminacién por aeroparticulas en
comparacién con la zona suroceste, lo que concuerda con los datos
de mutagenicidad en estos mismos sitios en la temporada de secas

de Villalobos-Pietrini et al. (en preparacién).
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CONCLUSIONES

Los resultados generados de este trabajo demuestran que la
prueba de mutacién y recombinacién somdticas en las células de las
alas de bDrosophila melanogaster es tan sensible como la de Ames, a
los compuestos existentes en extractos metanélicos de
aeroparticulas PST y PM10 asimismo respalda los hallazgos logrados
con otros bioensayos, ademas con la ventaja de gue responde a
concentraciones mas bajas que las requeridas en los experimentos
con Salmenella, aun m&s, al utilizar estos biocensayos se cubre al
mismo tiempo un amplio espectro de eventos genéticos y se abarcan
dos organishos con caracteristicas distintas entre si.

El efecto mutagénico producido por los extractos obtenidos
con metanol se debe a la presencia de compuestos de accién tanto
directa come indirecta sobre el ADN. Estos ultimos causan el
principal incrementn en el sistema de Ames, cuando se anade 1la
mezcla S9 Yy en bDrosophila, al emplearse la cruza HAB, de igual
manera se evidencia mayor actividad mutagénica en casi todos los
muestreos de PM10 con respecto a los de PST. Al comparar la
respuesta de Salmonella con la lograda en Drosophila, mediante la
prueba de rangos de Spearman se encontré correlacién positiva
{P<0.,01), 1lo cual, permite concluir gue SMART analizande las
células de las alas de Drosophila melanogaster, es sensible a los
compuestos gue forman parte de la fraccién organica asociada a las
aeroparticulas, tanto de tipo PM10 como a las suspendidas totales,

esto aunado a las ventajas que implica el que sea un organismo
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eucarionte en el que los estudios se llevan a cabo in vive, cuyo
manejo y mantenimiento en el laboratorio es facil y de gran
accesibilidad y la posibilidad de tener almacenado el material
original para anAdlisis posteriores hace de este sistema un buen
candidato para ser empleado como monitor biolégicu en trabajos de
este tipo, en combinacién con salmonella typhimurium.

En el ambiente urbano hay constantemente cierto nivel de
mutagenicidad (Hughes et al. 1380), por lo que, se requiere de
estudios similares como un método de advertencia de riesdo
genético mediante el cual ¢s posible detectar de alguna manera
cambios bruscos e incrementos en la reactividad del medio, ya sean
debidos a accidentes o producidos por desechos téxicos no

controlados.
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TABLA I. ESTACIONES DE SEDESOL (ANTES SEDUE) QUE FORMAN PARTE
DE LA RED DE CALIDAD DEL AIRE EN LA 20NA
HETROPOLITANA DE LA CIUDAD DE MEXICO

Ho.*

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
10,
11.
12.
13.

Estacion

Lagunilla
vallejo
Santa Ursula
Tacuba

ENEP Acatlan
Los Laureles
La Presa

La villd
San Agustin
Azcapotzalco
Tlalnepantla
Xalostoc
Herced

No.

14.
15,
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

Estacion

Pedregal

Cerro de la Estrella
Plateros

Hangares

UAM Iztapalapa
Aragon
Nezahualcoyotl
Inetituto Mexicano del Petroleo
Benito JuArez
Taxquena

Insurgentes
Cuitlahuac

* Ubicacion de las estaclones en la Fig. 1.

42



TABLA IX. HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS INCLUIDOS EN EL
ESTANDAR EXTERNO EN EL ANALISIS DE CROMATOGRAFIA DE

GRASES
COMPUESTO FORMULA PESC PUNTO DE
MOLECULAR  MOLECULAR  BBULLICION (OC)
ACENAFTENO C1aHygo 154.21 279
FLUORENO c13M10 166 293
FENANTRENO C14H10 178 338.4
ANTRACENO cy4H10 178 340
FLUORARTENO Creti0 202 383.5
PIRENO C1gHig 202 393.5
CRISENO C1gH12 228 441
BENZO (A) ANTRACENO CigHy2 228 437.5
BENZO(B) FLUORRNTERO CaoHya 252 481.2
BENZO(K) FLUORANTENO CaoHy2 252 481
BENZO{A) PIRENO CagHiz 252 495.5
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TABLA III. RESULTADOS OBTENIDOS AL EXPONER LARVAS DE Drosophila
melanogaster DE 72 h A LR FRACCION ORGANICA ASOCIADA
L LAS AEROPARTICULAS DURANTE 48 h

TRATAMIENTO ALAS MANCHAS MANCHAS MANCHAS
CRUZA* SIMPLES SIMPLES DOBLES
CHICAS GRANDES
m=2 m=S5 m=»2

No., Fr. D. No. Fr. D. No, Fr. D.

TESTIGO (DMSO O.5% + TWEEN 80 1%)

E 98 21 0.21 0 o0.00 0 0.00
HAB 144 34 0.24 12 0.08 2 0.01

AB 38 10 0.26 3 0.08 0 0.00
HUESTRA I

E 50 13 0.26 - 0 0.00 - 0 0.00 -
HAB 50 25 0.50 + 12 0.24 + 0 0.00 -
AB 40 10 0.25 -~ 4 0.10 - o 0.00 -~
MUESTRA I1

E 80 i5 0.19 - 3 0.04d 2 0.03 d
HAB 40 8 0.20 - 3 0.08 - 1 0,03 d
AB ELEVADA TOXICIDAD

EL ANALISIS ESTADISTICO SE REALIZC CON LA PRUEBA DE X2 DE
PROPORCIONES (P<0.05).
* E=ESTANDAR, HAB=HETEROCIGOTICA DE ALTA BIOACTIVACION,

AB=ALTA BIOACTIVACION.
No.=NUMERO DE HANCHAS; Fr.=FRECUENCIA; D.=DECISION ESTADISTICA;
+ = POSITIVO; - = NEGATIVO; w = DEBIL POSITIVO; d = DUDOSO.
m = FACTOR DE MULTIPLICACION
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TABLA IV, MASA DE PARTICULAS COLECTADAS EN LOS MUESTREOS
REALIZADOS EN LA MERCED Y EL PEDREGAL DE SAN ANGEL
EL 27 DE JULIO Y EL 2 DE AGOSTO DE 1991

SITIO DE  FECHA CONCENTRACION (ug/m?)
MUESTREO PST PMI1O
Herced 270791 132.0 73.0
Merced 020891 230.0 100.0
Pedregal 270791 83.0 49.0
Pedregal 020891 130.0 71.6
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TABLA V. HAP ANALIZADOS EN MUESTRAS DE AIRE ASOCIADOS A
PARTICULAS SUSPENDIDAS TOTALES (PST)

COMPUESTO SITIO Y FECHA DE MUESTREO
M270791 4020891 P270791 PO20891

1
'

+
+

ACENAFTENO
FLUORENO - + + -
FENANTRENO
ANTRACENO - - -
FLUORANTENO + - + -
PIRENO - + - -
CRISENO + - N -
BENZO(A)ANTRACENO - - - - -
BENZO(B)FLUORANTENO =~ - - +
BENZO(K)FLUORANTENO - - - -
BENZO(A) PIRENO - - - -

+
'
[
1

- = no detectado; + = detectado; M = Merced; P = Padregal
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TABLA VI. HAP ANALIZADOS EN MUESTRAS DE AIRE ASOCIADAS A
PARTICULAS DE 10 pm DE DIAMETRO AERODINAMICO O MENOS

(PH10)
COMPUESTO SITIO Y FECHA DE HUESTREQ
4270791 4020891 P270791 P020891

ACENAFTENO - - - -
FLUGRENO - - + -
FENANTREO - + - +
ANTRACENO - - -
PLUORANTENG + - + +
PIRENO - - - -
CRISENO - + + +
BENZO(A) ANTRACENO - - - -
BENZO(B) FLUORANTENO - + + +
BENZO(K) FLUDRANTENO - - - -

BENZO(A) PTRENO - + - -

- = no detectado; + = detectado; M = Merced; P = Pedregal
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TABLA VII. COMPUESTOS NITRODERIVADOS ANALIZADOS POR
CROMATOGRAFIA DE GASES EN LA FRACCION ORGANICA
ASOCIADA A LAS AEROPARTICULAS PM10 Y PST DE LA
MERCED (M) Y DEL PEDREGAL DE SAN ANGEL (P)

compuesto - PH10 PH10 PST PST
H270791 P270791 HO20891 P0O2089%1
1~NTTRONAFTALENO - - - -
1,8-DINITRONAFTALENO + +
1, 5-DINITRONAFTALENO - -
1, 3-DINITRONAFTALENO - -
2, 7T-DINITROFLUORENO - +
2, 7-DINITRO, 9~FUORENONA - -
1-NITROPIRENQ - -
6=NITROCRISENO - -
6~-NITROBENZO(A)PIRENO

+ +
+

o+ o+
[ +

+
'

+

+
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TABLA VIII. REVERTANTES His”/PLACA { ~ TESTIGO} OBTENIDOS AL
EXPONER A Salmonella typhimurium TR98 A LA FRACCION

ORGANICA ASOCIADA A LAS AEROPARTICULAS

SITIO DE
MUESTREO

Merced
Merced
Padregal
Pedregal

FECHA

270731
020891
270791
020891

psT PM1O0
-59 +59 -59 +59
2.67 50,34 «* 59,00 + 272.00 *»
56.00 * 193.67 *=» 80.00 * 207.70 *«
31.67 301.30 »» 29.00 90,70 =«
28.34 144,70 »* 55,67 * 47.70 «»

El anAlisis estadlstico se realiz¢ con la prueba

minimas significativas.
* significativo P < 0.05
% significative P < 0.01

AS

de diferencias



TABLA 1X. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA SMART AL EXPOMER A LARVAS DE LA CRUZA ESTANDAR A LA
FRACCION ORGANICA ASOCIADA A LAS AEROPART[CULAS

Huestreo Con-  Menchas por aln (Ntmero de Hanchas) D\ng. Estad, * Man-  Frecuencia de
tidag -s-ee-ev R R ks “een chag tormacién de
Fecha de  Monchas Hanchas Honchas Manchas con ctones por 10%
alas sencillas sencillas dobles totales ctlu-  ctlulan **
Tipo vy chicas grandes las veeae
lugar (1-2 celutas) (»2 celulas) mwh obser-  corre-
vade gido

TESTIGO (3X% EVANOL + 3X TWEEN 80)
92 0.13 (1) 0.06 ¢ & 00V ¢ 1 2.18 (1D 17 0.8

270191

PST-MERCED

2.44 88 0.22 ¢ 1%d 0,03 ¢ 3)- 0.03( 3d 0.20 ¢ 25)d 25 1.2 0.4
9.76 86 0.6 (13)d  0.03 ¢ 2)- 0.00 ¢ Nd  0.20 { 18)d 16 0.8 9.1
PM10-HERLED

2.44 62 0,23 ( 14)d  0.02( 1)- 006 ( Hd 031 ¢ 19d 19 1.3 0.5
9.7 80 0.25 ¢ 200d 0.001 ¢ V)- 0.0t { 1)d 0.28 (22)d 22 1.1 0.4
PST-PEDREGAL

2.44 96 0.27 ( 26)+ 0.08 ¢ 8)d 0.01 ( Nd 0.35 (3% 35 1.5 6.7
9.76 80 0.16 ( ¥3)d  0.03 ¢ 2)- 0.01 ( Hd 0.20 { 16)d 16 0.8 0.1
PM10-PEDREGAL

2,44 60 6.27 ( 186)+ 0.03 ¢ 2>- 0.00 ¢ 0)d 0.39 ¢ 18)d 13 1.2 0.5
9.76 80 0.24 ¢ 19)d  0.03 ¢ 2)- 0.00 ¢ O)d 0.26 ( 20)d 21 1.1 0.3
020891

PST-HERLED

2.44 S4 030 { 16)+ 0.02¢( 13- 0,02( 1)d 0,33 ¢ i8)d 18 1.4 0.6
9.76 80 0,41 ( 333+ 0,05 ¢ 4)- 0.01¢ hHd  0.47 ( 38)+ 37 1.9 1.1
PH10-MERCED

2.44 76 0,55 (42)r 003 ¢ 2)- 0.03 ¢ 2)d 0.6t g 4b)e 46 2.5 1.7

9.76 152 0.39 ¢ 590+ 0.01 ¢ 2)- 0,00 ( 2Md 0.4) (63 63 LT 0.9
PST-PEDREGAL

2.4 60 0,23 ( 14)d 0,03 (¢ 2)- 0.63¢ 2)d 0.30 (18d 18 1.2 0.5
.76 78 0,23 ¢ 18)d 0.00 (¢ 0)- 0,04 ¢ 3d 0.27 ¢ 21 21 1.1 0.3
PHI0-PEDREGAL

2.44 86 0,31 (274 0,05 ¢ 4)- L.02 ¢ 2)d 0.38 ( 33 33 1.6 0.8
9.76 80 0.28 ¢ 22)+ 0.04 ¢ 3)- 0.01 ¢ 1)d 0.32 ( 26y 26 1.3 0.6
DIMETILBENZOTAJARTRACEND

5.0 20 2.20 ( 443+ 1,55 { 31D+ 0.45  9)e 4&.20 ¢ 84)e B3 17.0 16.3

* &l disgnestico estadistico se realizé segtn Frei y Wirgler (1988), + = positivo; - = negativo;
(+) = debil positivo; d = dudoso; m = factor de multiplicacién. Grodos de probobilidad de
error; aifasbere=0.0% .

** Frecuencia de formecién de clones: manchas mwh / (coantidad de alas x 24,400 células)

*** Valor cbservade en el tratamiento menos el del testigo.
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TASLA X. RESULTADOS OBTENIDOS EM LA PRUCBA SMART AL EXPONER A LARVAS DE LA CRUZA DE ALTA
GICACTIVACION A LA FRACCION CRGANICA ASOCIADA A LAS AERGPARTICULAS

Hueztreo Con- Monchos par ala (Ntmero de Manchas) Diag, Estad, * Han-  Frecuencia de
£idad memmemsmnr e et chos  formacién de
Fecha de Honchas Hanchas Hanchas Manchas con clones por 10
alas senciting sencillas dobies totales celu- célutes **
Tipo y chicas grandes las  smemeserrienien
tugnr (1-2 celulas) (>2 celutas) mh obger-  corres
vodo gido
Conc. m = 2,00 m= 5,00 m e 5.00 m = 2.00 e

TESTIGO (3X ETANOL + 3X TWEEN 80)
156 0.19 ( 29y 0.046 ( & 0.02 ¢ 3 0.25 ¢ 3 38 1.0

bapred]

PST-HERCED

2,44 92 0.36 (33 0,03t 3 0.01 ¢ Td  0.40 ( I7) 37 1.6 0.6
9.76 80 0.34 ( 273+ 0.04 ¢ 3)- 0.03 ¢ 2)d 0.4 ( 32)+ 32 1.6 0.6
PH10-HERCED

2.44 80 0.34 (27)¢ 0,03 ¢ 2)- 0.01 ¢ N)d  0.37 ( 30d 30 1.5 0.5
9.76 80 0.44 ¢ 35)+ 0.01 ¢ 1) 0.06 ( 3)d  0.49 { 3N+ 39 2.0 1.0
PST-PEDREGAL

2.44 130 0.25 (33)d 0.02 ¢ 3)- 0.02(¢ 2)d 0.29 ¢ 38)- 36 . 0.1
9.76 80 0.43 ¢ 343 Q.11 ¢ 9+ 0.00 { 0) 054 ( 43)+ 2 2.2 1.2
PH10-PEDREGAL

2,44 86 0.45 ¢ 39)+ 0,06 ¢ S} D0.01 ¢ 1d  0.52 ¢ 45)» 44 243 1.1

2.7 80 0.22 (18)d 0.6 ¢ S} 0.01 ¢ 1d 0,30 ¢ 24)- 24 1.2 0.2
020871

PST-NERCED

2,464 80 0,45 (36)+ 0,09 ¢ 7xd 0.0t ¢ Nd 0.55 { 44)e ab 2.3 1.3
9.76 82 0.43 { 36)+ 0.06 ( 5)d  0.00 (- 0)- 0.49 ( 39+ 39 2.0 1.0
PHI0-HERCED

2,44 90 0.20 ( 18)- 0.06 ¢ &+ 0.03¢ 3)d 0.28 (25)- 2% 1. 0.1
9.76 B0 0.51 C 41)r 0.04 ( 3)- 0.04 ( 3)d 059 { AT+ 47 2.4 1.4
PST+-PEDREGAL

2.44 106 0.21 (21)- 0.02¢ 2)- 0,03 ( 3)d 0.26 { 26)- 26 1.1 0.1
.74 80 0.35 (28)+ 0.08 ( 6)d 0,03 { 2)d  0.45 ( 36)¢ 36 1.8 0.8
PM10-PEDREGAL

2.44 B8 0.28 ¢ 25)d 0.06 ( 5)- 0.00 ¢ 0)- 0.34 ¢ 30)d 28 1.3 0.3

9.76 80 0.44 ( 35d  0.04 ( 3y 0.00 ¢ 0)- 0.47 ( 38)+ 33 1.9 0.9
DIMET{LSENZO[A] ANTRACENC
5.0 20 2.95 ¢ 59)¢ 2,30 ( 46)¢ 0.60 ( 123+ 5.85 (117)+ 107 21.9 20.9

* EL disgnéstice estadistico so realizé scgtn Frei y wirgler (1988). + = positivo; - = negativo;
(+) = débit pesitivo; d = dudoso; m = factor de multiplicacién. Grados de probabilidad de
errer: alfazbeta=0.05

**  Frecuencia de formacién de clones: manchas swh / (cantidad de alas x 24,400 célutas)

*** Valor observado en el tratamiento menos el del testigo,
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=—=——— LIMITE DE\ DF
=== LIMITE DE LA ZMCM

Figura 1. Ubicacion de las estaciones de SEDESOL que conforman
la red de calidad del aire en la zona metropolitana de la
Ciudad de México (ZMCM)

52



DESARAOLLODE COLONIAS »

MUTABENOS DIRECTOS
PRESENTES ENLAMESTRA

EXTRACTO DE MUESTRA LINEAS DE  Ss/moncilia HIS™
DE AEROPARTICULAS + EN MEDIO APROPIADO
EN DMSO \
~
ADICION DEL SISTEMA
METABOLICO DE HIGADO OE
MAMIFERO
(+S9}
I
PRUEBA PLACA PRUEBA PLACA
A B
NOHAYDESARROLLODE DESARRIXLODE COLONIAS »
COLONIAS «
PROMUTAGENDS
ACTVIDAD MUTAGENCA PRESENTES ENLAMUESTRA
NAA
Flgura 2. Dplagrama del procedimiento

involucrado

en el
anidlieis de compuestos asociados a lae aeroparticulas con

1a prusba de Ames
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EXTRACCION DE LA MUESTRA
DE AEROPARTICULAS
CON METANOL

‘ ANALISIS QUIMICO

PRUEBAS BIOLOGICAS

CROMATOGRAFIA DE
GASES

COMPARACION DE DATOS
I CONCLUSIONES !

Figura 3. Esquoma de trabajo

\
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Figura 5. Concentracién de masa de particulas colectadas en los
muestreos realizados en la Merced y el Pedregal de San Angel

el 27 de julio y el 2 de agosto de 1991
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Figura 6. Revertantes/placa producidos en Salmonella typhimurium
TA9B, por 1la fracclén organica asociada a las
aeroparticulas (PST y PHK10) colectadas el 27 de julio y el
2 de agosto de 1992 en la rona de la Merced y el Pedregal
de San Angelr en la cCludad de Héxico (sin la fracclén
metabdlica 59)
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rigura 7. Revertantes/placa producldos en Salmonella typhimurium
TA98, por la fraccion organlca asociada a las
aaroparticulas (PST y PM10) colectadas el 27 de julio y el
2 de agosto de 1992 en 1la rona de la Merced y el Pedregal
de San Angel en la Cludad de México (agregando la fraccion
metaboOlica 8§9)
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Figura 8. Clones mwh inducidos x 105 células, obtenidos al
exponer a larvas de la crura E a la fraccldén organica
apociada al equivalente de 9.76 m3/ml de aire muestreado
los dias 27 do julio y 2 de agosto de 1991 en las zonas da
1a Herced y el Pedregal de San Angel en la Ciudad de
Héxico
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Figura 9. Clones mwh inducidoo x 105 células, obtenidos al
exponer a larvas de la crura HAB a la fraccién organica
asociada al eguivalente de 9.76 m3/m1 de aire muestreado
los dias 27 de julio y 2 de agocto de 1991 en las rzonac de
la Merced y el Pedregal de San Angel en la Cludad de
Hexico
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Flgura 20. (A} Cromatograma de la mezcla estandar, (B)

de la an la que se deotacté el pico

corzespondierite al tiempo do retencién del acenafteno (PST

P270791). 1 = acenafteno, 2 = flroreno, 3 = fenantreno, 4

- 5 = fluor 6 = pireno, 7 = criseno, 8 =

benzo(a)antraceno, 9 = benzo(b}fluozanteno, 10 =
benzo(k)fluoranteno, 11 = henzo{a)pireno
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