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RESUMEN 

Los eventos de altas concentraciones de contaminación atmosférica por partículas 

ha sido relacionada con un incremento en la mortalidad y en el número de visitas a salas 

de emergencia en diferentes ciudades del mundo. La ciudad de México presenta un grave 

problema de contaminación por partículas y se sabe que existen diferencias en la 

composición dependiendo de la zona de la ciudad en la que estas sean colectadas. Se ha 

planteado la posibilidad de que la composición juegue un papel importante en el efecto de 

las partículas por lo que el presente estudio tiene por objetivo el evaluar en cultivos 

celulares el efecto citotóxico y genotóxico de las partículas con un diámetro aerodinámico 

menor a 10 J1m (PM10) colectadas en tres diferentes zonas de la ciudad. Se colectaron 

PM10 en el Norte, Centro y Sur de la ciudad y se determinó la presencia de algunos 

elementos así como de endotoxina. Se evaluó el efecto citotóxico en cultivos de células 

confluentes (Balb c, RLF y 34Lu) y en proliferación, tanto en alta (Balb c) como en baja 

(Balb c, RLF y SHE) densidad celular. Los cultivos de células Balb c fueron expuestos en 

condiciones de alta densidad celular y a concentraciones sub letales para valorar la 

capacidad de inducir alteraciones tanto en el proceso de disyunción cromosómica, como 

rompimientos al material genético por medio del ensayo de cometas. En cultivos 

confluentes ninguna de las partículas fue capaz de inducir efectos citotóxicos. En cultivos 

en proliferación se encontró que las partículas del Norte son mas citotóxicas que las del 

Centro y Sur, después de tres días de exposición. Las partículas no fueron capaces de 

inducir alteraciones en el proceso de disyunción cormosómica, pero por otra parte, todas 

las partículas fueron capaces de inducir rompimientos en el material genético, siendo mas 

genotóxicas las partículas del Norte y Centro que las del Sur. 
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ABSTRACT 

Particle air pollutants have been related with an increase in mortality and emergency 

room visit after days with high levels 01 these pollutants. México city presents high 

concentrations of particles and it is known that differences in composition exist in relation to 

the zone 01 the city where the particles were collected. There is a hypothesis that suggests 

that the effect 01 particles could be related with their composition. The objective 01 this study 

is to evaluate the cytotoxic and genotoxic effects of particles with an aerodynamic diameter 

less than 10 J.lm (PM10) collected in three different zones of Mexico city. PM10s were 

collected in the North, Center and South of Mexico city, and the presence of some elements 

and endotoxin was measured. Cytotoxic effects were evaluated on cultures of confluent 

(Balb c, RLF and 34Lu) cells and in proliferative cultures, at high (Balb c) and low (Balb c, 

RLF and SHE) cell density. Balb c cells were exposed under high density and sublethal 

concentrations conditions to PM10s. Alterations in chromosome disjunction and DNA 

breaks were evaluated by abnormal anaphase and comet assay, respectively. In conlluent 

cultures no toxic effect was lound under evaluated conditions. In proliferating cells particles 

Irom North present greater toxic effect than particles from the Central and Southern zones, 

after three days. PM10 do not induce chromosome disjunction alterations, but PM10 from 

the three zones induced DNA breaks. Northern and Central particles induced a greater 

genotoxic effect than Southern particles. 
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INTRODUCCION 

La Ciudad de México (CM) es considerada como una de las mas grandes del mundo 

y también como una de las mas contaminadas. Esto se debe a las características 

climatológicas, geográficas y antropológicas que presenta esta ciudad. 

La CM se localiza en una cuenca a una altura de 2,240 metros sobre el nivel del mar 

con una presión atmosférica de 540 mmHg. Se encuentra en una zona tropical y está 

rodeada por montañas. Los vientos predominantes se dirigen desde el norte hacia el sur y 

se encuentra edificada en lo que anteriormente era un lago. Esto último provocó que las 

regiones no urbanizadas presentaran durante muchos años, suelos secos que favorecían 

la presencia de tormentas de pOlvo o tolvaneras (1, 2, 3). 

El área metropolitana de lo que se conoce como la CM está formada por 16 

delegaciones políticas que forman el Distrito Federal (D.F.) y por 27 municipios que rodean 

al D.F., comprendiendo una superficie de 3,129 km2 (1,499 km2 corresponden al DF) (4) . 

En 1990 vivían en la CM 15,047,685 personas (5) según el censo de población de ese año. 

De estas personas, 8,235,744 vivían en el D.F. y 6,811 ,941 vivían en los municipios. Para 

1997 la población en el DF se estimó en 8,483,000 personas (4). 

Diariamente se transportan alrededor de 20.6 millones de personas, lo que requiere 

del uso de una gran cantidad de automóviles, camiones, microbuses, trolebuses y líneas 

del Metro. Se calcula que en la CM existen alrededor de 2.5 millones de autos particulares, 

83,305 taxis, 25,697 microbuses y alrededor de unos 11,000 camiones (4). Todos estos 

medios de transporte utilizan gasolina, diesel o gas natural como combustible (6). 

El gas licuado es uno de los principales combustibles que se utiliza en la CM, 

predominantemente en el ambiente doméstico, y del que diariamente se reportan entre 80 

y 90 fugas de gas a la atmósfera (4). Blake y Rowland han sugerido que debido a la 
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composición del gas licuado que se utiliza en México, estas fugas podrían ser 

responsables de una proporción importante de la generación de ozono (03) en la CM (7). 

En la CM se encuentran mas de 30,000 industrias, de las cuales alrededor de 250 

manejan residuos peligrosos y 4,000 utilizan procesos de combustión o transformación y 

contribuyen importantemente al problema de la contaminación atmosférica (6). 

Como se puede apreciar con los datos presentados anteriormente, el problema de la 

CM es muy grande, tan solo considerando los datos demográficos. En estos no se 

contemplan las horas de flujo vehicular, la frecuencia y velocidad de los vientos que 

dispersan los contaminantes, la frecuencia y duración de inversiones térmicas, las horas de 

insolación y muchos otros factores climáticos y humanos que afectan a la CM. Todos estos 

factores reunidos, son los que han hecho de la CM, una de las ciudades con problemas 

graves de contaminación atmosférica a nivel mundial. 

- Contaminantes atmosféricos de la CM 

Este es un punto que es necesario revisar para comprender la importancia que tiene 

la contaminación desde el punto de vista toxicológico. Primero que nada se conoce la 

presencia de los contaminantes que reciben el nombre de contaminantes criterio, ya que 

son los que se miden diariamente para determinar la calidad del aire. Dichos 

contaminantes criterio son: 03' óxidos de nitrógeno (NOx), bióxido de azufre (S02)' 

monóxido de carbono (Ca), partículas suspendidas totales (PST), partículas con un tamaño 

aerodinámico menor de 10 micrómetros (PM10) y plomo (Pb). Estos contaminantes no son 

los únicos que se encuentran en la atmósfera, pero son lOS que se utilizan para determinar 

la calidad del aire en las principales ciudades del mundo. En la CM estos contaminantes 

criterio son evaluados diariamente por la Red Automática de Monitoreo Ambiental (RAMA) 

que está bajo la supervisión del Gobierno del Distrito Federal. Los datos que se dan a 
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conocer a la población, y que definen la calidad del aire son aquellos que se colectan cada 

día (promedio de 24 horas) yen algunos casos, cada hora (máximo diario). Algunos de los 

contaminantes criterio son producto de las emisiones de diferentes tipos de fuentes, 

mientras que otros como el caso del 0 3 son producto de reacciones fotoquímicas asociadas 

a diferentes contaminantes primarios (7). 

De estos contaminantes criterio, el 0 3 es aquel que sobrepasa la norma de calidad 

del aire con mayor frecuencia. Para tener una idea del problema asociado al °3, durante 

1997, este contaminante se encontró en concentraciones por arriba de la norma (0.11 ppm 

durante una hora) en el 83% de los días de ese año (8). Debido a esto, los mayores 

esfuerzos han sido dirigidos al estudio de las causas de la presencia del 0 3 y sus efectos, 

siendo dejados los demás contaminantes en un segundo plano. 

Algo que vale la pena notar en el caso de los contaminantes criterio es que el 03' el 

CO, los NOx, el Pb y el 502 solo varían en concentración en cualquier ciudad del mundo en 

la que se encuentren o sean emitidos, mientras que las P5T y las PM10 no van a presentar 

una misma composición de una ciudad a otra, e incluso se pueden encontrar diferencias 

en la composición de las partículas de una región a otra dentro de una misma ciudad (9, 

10, 11). Este último punto es de gran importancia ya que la norma de calidad del aire para 

P5T y PM10 en todo el mundo yen particular en la CM es una norma gravimétrica, y no 

toma en cuenta la composición de dichas partículas. 

Debido a la extensión de la CM, las fuentes de emisión que encontramos en 

diferentes zonas de la ciudad van a conferir propiedades especiales a las partículas. Por tal 

motivo, la ciudad puede ser dividida en tres grandes zonas, que son: zona norte, la cual 

presenta una cantidad importante de industrias como fuentes de emisión fijas, así como un 

movimiento vehicular importante; zona centro, la cual tiene como principal fuente de 
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emisión, a los automóviles y camiones; zona sur, en la cual se encuentran emisiones por 

vehículos, pero también es de gran importancia la presencia de componentes de origen 

biológico (pólenes, bacterias, esporas, etc.) (11, 12). Ya que las fuentes de emisión en las 

tres zonas son tan diferentes, se plantea la hipótesis de que tanto la composición, como los 

efectos de estas partículas en las personas expuestas, van a ser diferentes. Un factor 

importante a considerar en las diferencias presentes en las fuentes de emisión es el que 

las personas no van a estar expuestas a un solo tipo de partículas, ya que esto se va a 

encontrar afectado por la movilidad de las personas en la ciudad y su tiempo de 

permanencia en cada sitio. 

Dentro del análisis de la composición de las partículas se han realizado estudios en 

los que se ha determinado la presencia de componentes de origen biológico como pueden 

ser proteínas, bacterias, hongos microscópicos, y endotoxinas (9, 10, 13, 14, 15, 16, 17). 

También se han medido la presencia de algunos elementos, como puede ser el casos de 

metales pesados y azufre entre otros (18,19,20,21). En estos estudios se ha encontrado 

que existen variaciones en las concentraciones de diferentes componentes de las 

partículas dependiendo de la zona de la ciudad en la que fueron colectadas, e incluso en 

el caso de algunos microorganismos se encontraron variaciones horarias. 

En algunos estudios no se ha analizado la composición o la fuente de los 

contaminantes atmosféricos, pero los autores, basados en los resultados obtenidos, 

infieren la presencia de diversos componentes en la fracción particulada. Dentro de estos 

estudios encontramos el de Villalobos y col. (12) en el cual se reporta que extractos 

orgánicos de partículas del centro de la ciudad tienen un potencial mutagénico mayor al 

encontrado en extractos de partículas del norte y estos mayor que los extractos del sur. 

Esto hace suponer a los autores que el contenido de hidrocarburos asociados a la 
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combustión de gasolinas y diesel es mayor en el centro. En otro estudio, Arenas y col (22) 

encuentra que en los últimos veinte años ha habido un incremento en el número de 

cuerpos ferruginosos (CF) en pulmones de autopsias de habitantes de la CM. Dicho 

incremento se asocia con una mayor concentración de partículas inorgánicas del tipo del 

asbesto. Por ultimo, Fortoul y col. (23) encontraron la presencia de diversos metales de 

transición en pulmón en casos de autopsias de habitantes de la CM. Estos autores 

encontraron un incremento en la cantidad de metales al comparar la concentración de 

metales en los pulmones de pacientes de los años 50 con pacientes de los años 80, por lo 

que proponen que esto se debe a un incremento de aquellos en la atmosfera. Si bien en 

estos estudios no se analiza la composición de las partículas o las fuentes que las 

generaron, nos permite suponer que ha habido cambios en los últimos años en la 

concentración de algunos posibles componentes de las partículas. 

- Efectos biológicos de la contaminación atmosférica por part{culas; 

El estudio de los efectos del 0 3 ha sido evaluado por diversos grupos, y existen 

diferentes modelos tanto experimentales como epidemiológicos, en los que se han 

estudiado los efectos de este contaminante (24, 25, 26, 27, 28, 29, 30). Poco se conoce de 

las propiedades toxicológicas de las partículas suspendidas (31,12), Y la mayoría de los 

estudios realizados en este campo son de tipo epidemiológico (32, 33, 34, 35, 36). 

Dentro de los estudios epidemiológicos en los cuales se ha evaluado el efecto que 

tienen las partículas, se ha podido establecer que cuando se presentan eventos de altas 

concentraciones de partículas, hay un incremento en las visitas a las salas de emergencia 

(25, 34), así como un incremento en la mortalidad (32, 36), aunque en este campo existe 

una gran controversia ya que estudios realizados en algunas de estas poblaciones han 

obtenido resultados contradictorios (37). También existen evidencias recientes que 
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sugieren que la contaminación atmosférica por partículas, posiblemente se encuentre 

relacionada con cáncer pulmonar (38, 39, 40, 41). 

Poco se sabe de los efectos biológicos que tienen las partículas de la CM tanto in 

vivo como in vitro. Dentro de los estudios realizados en torno a los efectos biológicos se ha 

demostrado que las partículas de la CM no son capaces de inducir hemólisis en células 

expuestas in vitro, lo cual sugiere que este tipo de partículas presentan mecanismos de 

acción diferentes a los tradicionalmente demostrados para las partículas de origen mineral 

(42). Esto puede deberse a que la composición compleja de las partículas atmosféricas de 

una ciudad pueden estar enmascarando algunas de las características de los 

componentes minerales, como puede ser la presencia de compuestos con cargas que se 

adsorvan en la superficie. Se ha demostrado que extractos no polares de las partículas son 

mutagénicos (12) y ésto podría asociarse a un incremento en los casos de cáncer 

pulmonar (38). Estudios epidemiológicos han mostrado que la presencia de altas 

concentraciones de partículas se encuentran asociados a un incremento en la mortalidad 

en la CM (32, 33). Se sabe que la exposición a algunos tipos de partículas como el asbesto 

o el cuarzo representa un factor de riesgo para el desarrollo de fibrosis pulmonar, por lo 

que también se han realizado estudios para evaluar si las partículas de la CM son capaces 

de inducir la expresión de factores asociados a los mecanismos de fibrosis pulmonar, como 

es el caso del receptor para el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) o la 

interleucina 1-~ (lL-1 ~) Y se ha encontrado que las partículas de la CM son capaces de 

inducir la expresión de estas dos proteínas (43). 

Si bien no hay muchos estudios en los que se demuestren de forma experimental o 

epidemiológica, los efectos que las partículas de la CM tienen sobre los habitantes, la 
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evidencia que se ha logrado acumular (12, 43, 32) sugiere de manera importante que los 

habitantes de esta ciudad se encuentran expuestos a partículas que inducen diferentes 

efectos biológicos. 

- Métodos ytilizados para explorar el efecto tóxico de part(cylas; 

Dentro de los estudios de tipo experimental que se han realizado a nivel mundia! 

para evaluar los efectos que tienen las partículas, podemos encontrar dos grandes grupos: 

a) estudios in vivo y b) estudios in vitro. Dentro de las evaluaciones in vivo existen 

diferentes tipos de estudios, que van desde la medición de biomarcadores presentes en 

sangre de voluntarios expuestos en cámaras en las que se conoce la concentración de las 

partículas en el aire, hasta la exposición de animales por inhalación o instilación (44, 45, 

46, 47). Los estudios realizados in vivo por exposición a través de la vía inhalatoria 

presentan la ventaja de que la exposición se realiza bajo condiciones en las cuales las 

barreras y mecanismos de limpieza del tracto respiratorio se mantienen, pero tienen la 

desventaja de que se requieren de grandes cantidades de partículas, y no se conoce con 

precisión la cantidad de partículas que fueron inhaladas por el animal (46). Por otra parte, 

la exposición de los animales por instilación permite conocer con precisión la cantidad de 

part(culas que entran al tracto respiratorio del animal, no se requiere de grandes 

cantidades de partículas, pero desafortunadamente este método requiere de suspender las 

partículas en un vehículo (generalmente una solución salina) y no se puede tomar en 

cuenta la participación de las barreras del tracto respiratorio (44, 45, 47, 48). 

El método de exposición por instilación de los animales ha sido ampliamente 

utilizado para evaluar el efecto que tienen diferentes tipos de partrculas en el tracto 

respiratorio (44, 45, 47, 48). Dentro de las partículas que han sido evaluadas por este 

método encontramos al cuarzo (Q), diferentes tipos de asbesto, minerales diversos de los 
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que se sospecha estén induciendo procesos inflamatorios, así como para evaluar los 

efectos de diferentes productos de combustión, como es el caso de las partículas que se 

colectan tras la combustión de aceites, diesel e incluso partículas de ciudades (44, 45, 46, 

47,48,49). Estos estudios son de gran utilidad ya que se puede evaluar el fenómeno de la 

respuesta de un individuo a la exposición por partículas desde muy diversos puntos de 

vista. En un animal expuesto se puede analizar la presencia de diversos marcadores que 

nos permitan evaluar el proceso inflamatorio. Dentro de estos marcadores se pueden 

considerar a los de tipo bioquímico, como es el caso de la presencia de proteínas, 

albúmina o enzimas en un lavado bronquioalveolar (LBA), a los de tipo celular, como la 

cantidad de células presentes en el LBA, así como la cuenta diferencial que permite 

determinar los tipos celulares presentes, y los marcadores tisulares, que permiten evaluar 

la presencia de un proceso inflamatorio en cortes histológicos (44, 45, 46, 47, 48). 

La evaluación toxicológica in vitro es de gran utilidad, ya que permite conocer 

efectos a diversos niveles, los cuales van desde la determinación de citotoxicidad, hasta la 

evaluación de daños a nivel molecular, así como la determinación de mecanismos de 

daño. Dentro de los diferentes estudios que pueden realizarse in vitro, cabe destacar la I 

importancia de algunos de ellos como es el caso de la evaluación de la citotoxicidad (46), 

la inducción de la expresión de citocinas (31) yel daño al material genético (12, 50). 

En los ensayos in vitro, la citotoxicidad inducida por una partícula puede ser medida: 

1) por medio de un ensayo enzimático, en el cual se determina la cantidad de enzimas 

citoplásmicas que se liberan al medio (46), como es el caso de la lactato deshidrogenasa; 

2) por medio de un ensayo metabólico, en el cual se evalúa alguna función (51), como el 

ensayo de MTI; 3) por medio de un ensayo de tinción celular, en el cual se fijan las células 

que se encuentran adheridas a la superficie de una caja y se tiñen con un colorante del 
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tipo del cristal violeta o el azul de metileno (52). Cada uno de los métodos presenta 

ventajas y desventajas. Las ventajas de los métodos enzimáticos es que son fáciles de 

realizar, yen un período corto de tiempo se puede estimar si un agente tóxico es capaz de 

provocar la muerte celular. Se pueden asociar a inducción de daños a nivel de membrana 

citoplásmica que provocan lisis celular (42, 46). La desventaja de este método en el caso 

de estudios con partículas, es que las partículas tienden a adsorber proteínas en su 

superficie, lo que provoca que se pueda subestimar el efecto de éstas. Los ensayos 

metabólicos tienen la ventaja de que las partículas no secuestran a las enzimas 

involucradas en dicho proceso y también se obtienen resultados en períodos de tiempo 

cortos, pero presentan la desventaja de que muchos agentes tóxicos inducen un estrés 

metabólico, por lo que se puede subestimar o sobrestimar el efecto de un agente tóxico. 

Por último los ensayos en los que se evalúa la presencia de células adheridas a la 

superficie de la caja de cultivo tienen la ventaja de que se evalúa el número de células. 

Desafortunadamente este método no permite discriminar si las células adheridas se 

encuentran vivas o en proceso de muerte celular. Por otra parte, tanto los ensayos 

metabólicos como la cuantificación de células adheridas no permiten conocer si la 

disminución en el número de células en cultivos en proliferación, se debe a que se ha 

inducido la muerte celular, o a un efecto citostático del agente tóxico que se desea evaluar. 

Para evaluar la inducción de la expresión de citocinas, los modelos in vitro han sido 

ampliamente utilizados en el estudio de los efectos tóxicos de diferentes tipos de partículas. 

Este tipo de estudios se ha realizado principalmente con partículas inorgánicas, como es el 

caso del Q, los asbestos, etc., y recientemente se han empezado a utilizar en la evaluación 

de partículas asociadas a procesos de combustión ya partículas provenientes de ciudades 

(31). Este tipo de estudios permiten evaluar el tipo de citocinas que se expresan por la 

13 



exposición a una partícula en diferentes estirpes celulares, así como la secuencia en la 

cual se expresan. Esto permite proponer diferentes mecanismos que pudieran explicar la 

capacidad proinflamatoria de algunas partículas. Evidentemente este tipo de análisis 

puede realizarse a diversos niveles que van desde la detección de la citocina (31, 43), la 

evaluación del RNA mensajero (43) e incluso la utilización de inhibidores de componentes 

específicos de las partículas (43, 53) como la polimixina B en el caso de la endotoxina. 

La determinación in vitro de la inducción de daño al material genético es de gran 

ayuda, ya que por medio de ensayos sencillos podemos determinar si las partículas que se 

desean evaluar son capaces de alterar el material genético de una célula, ya sea en 

calidad o en cantidad. Dentro de los ensayos para determinar daño al material genético por 

partfculas, tradicionalmente han sido utilizados modelos en los que se evalua la capacidad 

para inducir alteraciones cromosómicas, ya sea de tipo estructural o numérico (50), así 

como evaluar si se producen alteraciones en el proceso de disyunción cromosómica (54, 

55). En el caso de partículas que presentan composiciones complejas y especialmente 

aquellas que presentan una fracción que puede ser solubilizada, se han utilizado los 

ensayos de Ames para determinar la capacidad mutagénica (12). 

Recientemente ha ganado popularidad una técnica para determinar daño al material 

genético que es la técnica de electroforesis celular o ensayo de cometas (28, 29, 30, 56, 

57). Este tipo de estudios permite evaluar rápidamente si es posible inducir alteraciones en 

el DNA de células de mamífero al someter a electroforesis a una célula que ha sido 

inmovilizada en un gel de agarosa y posteriormente digerida. Cuando el DNA ha sufrido 

algún daño, los fragmentos de DNA son capaces de migrar y por lo tanto, al momento de 

teñir el DNA se puede observar una imagen que recuerda a un cometa, ya que se ve una 

tinción abundante en donde se encuentra el núcleo, y un barrido de DNA que semeja a la 
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cola del cometa. Este ensayo es fácil de realizar y nos permite comparar el efecto que 

pueden tener diferentes agentes tóxicos in vivo e in vitro. Los ensayos in vitro han servido 

para evaluar daño inducido por luz UV (58) o por sales y fármacos (59, 60), mientras que in 

vivo ha sido utilizado para evaluar daño en ONA de células de alguna persona expuesta a 

contaminantes (28, 29, 30). 

Otro ensayo que ha sido utilizado en la evaluación genotóxica de las partículas es el 

de inducción de anafases anormales (54, 55). Este tipo de estudios se han realizado para 

tratar de determinar por que algunas partículas inorgánicas son capaces de inducir 

aneuploidías. Se ha encontrado que aquellas partículas que inducen cambios en la 

ploidía, son capaces de inducir alteraciones en la disyunción cromosómica e incluso ha 

sido posible relacionar el tipo de alteración en la disyunción con la presencia de hiper o 

hipo-diploidías (50, 55). 

El estudio de las partículas contaminantes atmosféricas requiere de un esfuerzo 

multidisciplinario. Esto se puede deducir fácilmente después de revisar algunos de los 

principales factores relacionados con este problema. 

El análisis de la composición absoluta de las partículas es un área de trabajo en la 

cual sería necesario realizar un trabajo de química analítica y de aerobiología sumamente 

complejo. Sería también necesario realizar un análisis elemental de las partículas para 

detectar los elementos que se encuentran en éstas, así como una especiación de dichos 

elementos y una identificación de los compuestos presentes, tanto orgánicos como 

inorgánicos. Sería necesario el análisis de cada uno de los hidrocarburos presentes en la 

mezcla y por supuesto la presencia de sustancias de origen biogénico como las proteínas y 

las endotoxinas. A esto hay que añadir el análisis y caracterización de las partículas 

biológicas, tales como bacterias, hongos, levaduras, protozoarios, algas, esporas o 
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pólenes que pueden encontrarse en la atmósfera. Como se puede ver, el análisis de la 

composición requiere de la interacción de diferentes grupos de trabajo, especializados en 

diferentes áreas. Debido a esto, en el presente trabajo no se buscó realizar un análisis 

exhaustivo de las partículas, y se recurrió al análisis cuantitativo de algunos componentes 

representativos como son algunos metales de transición, las endotoxinas y la presencia de 

azufre y sulfatos, como un indicador de que existen diferencias en la composición de las 

PM10 de tres zonas de la CM. 

El mismo grado de complejidad encontramos al querer evaluar toxicológicamente a 

las partículas. Existen muchas estrategias y modelos in vivo e in vitro, cada una de ellas 

diseñada para obtener una respuesta específica, por lo que el análisis se torna sumamente 

complicado. Debido a esto se escogieron algunas de las técnicas que permitan obtener 

información clara acerca de cuales son los efectos que estas partículas producen. Las 

estrategias escogidas fueron: la exposición de animales de laboratorio por instilación para 

evaluar efectos inflamatorios, efecto citotóxico en cultivos celulares y daño al material 

genético por medio del ensayo de anafases anormales y el ensayo de cometas. Los 

animales de laboratorio utilizados para los ensayos de instilación presentaron niveles 

elevados de los marcadores de inflamación, incluso en aquellos animales que no fueron 

expuestos a partículas, por lo que se decidió comparar la calidad de dos bioterios, uno con 

ventilación pasiva yel otro con aire filtrado. Los resultados de los animales expuestos por 

instilación y de la comparación de dos diferentes bioterios se muestran en el apéndice. 
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HIPóTESIS 

La composición de las partículas de la CM dependerá de la zona en la que estas 

sean colectadas. 

Las partículas de la CM son citotóxicas y genotóxicas a concentraciones entre 2.5 y 

320 pg/cm2
• 

La citotoxicidad y genotoxicidad de las aeropartículas de la CM se encuentra 

relacionada con la zona en la que son recolectadas dichas partículas. 

OBJETIVOS 

1) Determinar la presencia de algunos elementos y endotoxinas en partrculas PM10 

y ver si existe alguna diferencia en la composición dependiendo de la zona de la ciudad de 

la que provengan las partículas. 

2) Obtener cultivos primarios de células de embrión de hámster Sirio y de pulmón de 

rata, para realizar ensayos de citotoxicidad. 

3) Evaluar la citotoxicidad de las partículas de la CM en diferentes líneas celulares. 

4) Determinar la capacidad de las partículas de la CM para inducir alteraciones 

anafásicas en células en cultivo. 

5) Determinar la capacidad de las partículas de la CM para producir rompimientos 

en el material genético por medio del ensayo de cometas. 
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Material y Métodos 

A) Obtención de las partrculas: 

- Obtención de las partículas; 

Se colectaron partícUlas menores de 10 Jlm (PM10) durante 1991 con un colector 

PM10 de grandes volúmenes (Sierra Andersen/GMW Model 1200 VFC HVPM10 sampler). 

Las muestras fueron colectadas a un flujo de 1.13 m3/min usando un módulo de control 

G313, en un filtro de fibra de vidrio. El muestreo se realizó en tres diferentes zonas de la 

CM, utilizando como criterio de selección la diferencia existente en el grado de 

urbanización. Las muestras fueron colectadas en el norte en la zona de Xalostoc (zona 

industrial), en el centro en la Merced (zona comercial) yen el sur en la Ciudad Universitaria 

zona residencial). Se tomó un filtro al azar, de un día de cada semana del año de 1991 

para recuperar las partículas. Los filtros fueron sometidos a ultrasonido en seco (8ath 

Sonicator 5200, Branson Ultrasonic, Co., USA) durante 60 minutos en un vaso de 

precipitados previamente horneado a 200°C durante 4 horas. El filtro se sometió a un 

"barrido" con un pincel suave y las partículas fueron guardadas en un vial de vidrio 

previamente horneado. Las muestras de todo el año fueron mezcladas y guardadas en un 

desecador a 4°C, hasta el momento de su uso. 

8) Determinación de la presencia de elementos y endotoxlnas 

- peterminación de elementos en las partículas' 

El análisis de elementos presentes en las partículas fue realizado en extractos 

acuosos (hidrosolubles) e hidrolizados con HCI 1 M (totales). El análisis se realizó por 

medio del método de detección de emisión de plasma (Plasma 40, Perkin Elmer, Norwalk 

CT), en el cual se detecta el espectro de emisión de los elementos presentes en la muestra 

comparando con los espectros de emisión de estándares puros. El instrumento fue 
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calibrado utilizando una curva de cinco puntos de elementos estándar puros (Aldrich 

Chemical Co., Milwaukee, WI). Los elementos evaluados fueron: Fe, Ni, V, Zn, Pb, Cu y S. 

Dicho análisis fue realizado por la Environmental Protection Agency (EPA) de los Estados 

Unidos (48). 

- Determinación de los niveles de endotoxjna presente en las partículas: 

La determinación de endotoxina total fue realizada por medio del ensayo de lisado 

de Limyllus amebocyte siguiendo las especificaciones del fabricante (Bio Whittaker, Inc., 

Walkersville, MD). La lectura se realizó en un lector de placa QCL acoplado a una 

computadora personal. Para esto se tomó 1 mg de partfculas de cada una de las diferentes 

zonas y se resuspendieron en un amortiguador de fosfato de potasio 0.05 M Y 

trietilenamina al 0.01%, pH 7.5 Y se sonicaron durante 60 minutos a 20°C (Bath Sonicator 

5200, Branson Ultrasonic, Co., USA) para extraer las endotoxinas. El método de Limyllys 

amebocyte utilizado es cinético y colorimétrico, por lo que la concentración de endotoxinas 

presentes es directamente proporcional a la intensidad de color generada durante la 

reacción entre la endotoxina y ellisado de Limullys. 

e) Ensayos In vltro 

Se trabajó con las líneas celulares Balb c, 34 Lu (ATCC) y con los cultivos primarios 

de fibroblastos de pulmón de rata y con células de embrión de hámster sirio (SHE). 

- Obtención de los cultivos primarios: 

1) Fibroblastos de pulmón de rata (RLF): 

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de 8 a 10 semanas. Se inyectó una sobredosis 

de nembutal intra peritoneal. Mientras el animal presentaba función cardio-respiratoria, se 

introdujo una cánula intra traqueal y se abrió el tórax. El ventrfculo derecho se puncionó 

para introducir amortiguador de fosfatos (PBS) y la aorta abdominal se seccionó. La 

19 



perfusión de los pulmones se realizó en 5 ocasiones. Los pulmones se removieron del 

animal y se colocaron en una caja de Petri estéril, con PBS y antibióticos (penicilina 100 

tJglmL; estreptomicina 150 tJg/mL; fungizona 750 ng/mL). Se eliminaron las vías aéreas y 

los principales vasos y posteriormente se lavaron los pulmones con PBS. Los pulmones se 

cortaron en pedazos pequeños (1-2 mm). Los fragmentos fueron transferidos a un tubo de 

50 mL y se centrifugaron por 5 minutos a 100 X g (Beckman GPA). Se recolectaron los 

fragmentos flotantes y se les agregó un medio de digestión previamente calentado (DMEM, 

colagenasa 1 mglmL, tripsina 2.5 mg/mL y DNAsa 1 mgImL). Se dejó incubando a 37°C 

durante 30 minutos con agitación suave. Este proceso se repitió 2 veces más y los 

sobrenadantes fueron colectados en tubos de 50 mL Los sobrenadantes se pasaron por 

una gaza para eHminar los fragmentos gruesos y lo recobrado se centrifugó a 500 X g para 

recuperar las células. El paquete celular fue resuspendido en 50 mL de DMEM adicionado 

con 10 % de suero fetal de bovino (SFB) y antibióticos y fueron sembradas en cajas de 75 

cm2 a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2-aire. Al alcanzar la confluencia las células 

fueron cosechadas y congeladas en nitrógeno líquido en presencia de dimetil sulfóxido 

(DMSO) (Sigma). Para realizar los experimentos con estas células, se procedió a 

descongelar y siempre se trabajó con cultivos terciarios. 

2) Células SHE (61): 

Hembras de hámster Sirio fueron sacrificadas después de 12-14 días de gestación 

por medio de una sobredosis de nembuta!. Se removió el útero y se colocó en 50 mL de 

PBS y antibióticos, en una caja de Petri. Los embriones fueron removidos y se trasladaron 

a otra caja de Petri con PBS tibio. Después de lavar dos veces los embriones, estos fueron 

transferidos nuevamente a una caja de Petri limpia y fueron cortados en pequeños 

pedazos. Después de esto, los trozos fueron suspendidos en PBS y se trasladaron a un 
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vaso de precipitados estéril y se sometió a agitación para remover la presencia de 

eritrocitos. Se dejó sedimentar por 5 minutos y se eliminó el sobrenadante. Se agregó PBS 

adicionado con tripsina (0.05%) y se dejó a 37°C por 20 minutos. El sobrenadante fue 

eliminado. Se adicionó nuevamente PBS-antibióticos-tripsina y se dejó actuar a la enzima 

por 10 minutos a 37°C. Se decantó el sobrenadante y la tri psi na se inactivó con SFB. Este 

procedimiento se repitió 3 veces. Los sobrenadantes recolectados se centrifugaron a 500 X 

g por 10 minutos y se eliminó el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 10 mL de 

medio DMEM adicionado con 10% de SFB y antibióticos y se sembraron en cajas de 75 

cm2 a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2-aire. Una vez alcanzada la confluencia, las 

células fueron cosechadas y congeladas en nitrógeno líquido en presencia de 10% de 

DMSO. Para realizar los experimentos con estas células, se procedió a descongelar y 

siempre se trabajó con cultivos terciarios. 

- preparación de las partículas para los ensayos jn vjtrQ : 

Las partículas fueron esterilizadas por autoclave inmediatamente antes de cada 

experimento. Se agregó medio suficiente para tener una suspensión concentrada de 

partículas, la cual se sometió a ultrasonido durante 20 minutos para disgregar las 

partículas. Antes de agregar las partículas a las células se hicieron diluciones con medio 

de cultivo hasta alcanzar las concentraciones requeridas. 

- Determinación de la citotoxjcidad Y genotoxjcidad de las partículas; 

1) Ensayos de viabilidad: 

Se evaluó la citotoxicidad bajo tres diferentes condiciones. El primer tipo de 

experimentos se realizó una curva concentración-respuesta en células confluentes en 

ausencia de factores de crecimiento y solamente se evaluó citotoxicidad a las 24 horas; en 

el segundo tipo de experimentos se realizó una curva dosis-respuesta con células en 
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proliferación de la cual se realizaron evaluaciones de citotoxicidad cada 24 horas durante 

7 días. Por último se realizaron experimentos de citotoxicidad en cultivos expuestos 

durante siete días en condiciones de baja densidad celular. El método en cuestión para 

cada tipo de experimento se describe a continuación. 

a) Evaluación citotóxica en células confluentes. 

Se sembraron las células en cajas de 96 pozos a una densidad de 5,000 células por 

pozo en presencia de medio DMEM adicionado con 10 % de suero, penicilina (33 pg/mL), 

estreptomicina (50 pg/mL) y fungizona (250 ng/mL) a una temperatura de 37°C en una 

atmósfera de 5% de CO2-aire. Se dejaron las células hasta alcanzar 100% de confluencia y 

entonces se cambió el medio de cultivo y se agregó medio libre de suero. Veinticuatro 

horas después de eliminar el suero, las células fueron expuestas por 24 horas a 

concentraciones de O, 20, 40, 80, 160 Y 320 pg/cm2 de partículas de la CM. Al término de 

este tiempo se determinó la viabilidad por medio del método de cristal violeta (CV) (52). 

Para tal efecto, las células fueron lavadas con una solución amortiguadora de fosfatos con 

calcio y magnesio (PBS) y posteriormente fueron fijadas por. 24 horas con formol neutro. 

Después de este tiempo se lavaron las células con PBS y se adicionó una solución de CV 

al 0.1 % por 20 minutos. El CV fue eliminado y las cajas fueron lavadas con PBS y 

posteriormente el CV unido a las células presentes en el pozo fue solubilizado con ácido 

acético al 33 %. Se determinó la densidad óptica en un lector de placas a una longitud de 

onda de 595 nm (Labsystem Multiscan, MCCI340). Se calculó el porcentaje de viabilidad 

de las células expuestas a partículas en comparación a las células que no fueron 

expuestas. 

b) Evaluación de citotoxicidad de las partíCulas en células proliferando durante un 

curso temporal de siete días. 
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las células fueron sembradas a una densidad de 5,000 células por pozo, en cajas 

de 96 pozos. las células se dejaron adherir por 24 horas en presencia de medio DMEM 

adicionado con 1 % de suero a una temperatura de 37°C en una atmósfera de 5% de CO2-

aire, y transcurrido este tiempo se adicionaron las partículas en concentraciones de O, 2.5, 

5, 10, 20, 40, 80, 160 Y 320 ¡;g/cm2 y se agregó suero a una concentración final de 10 % vlv. 

Cada 24 horas se determinó la viabilidad de las células por medio del método de CV. 

c) Evaluación de ciotoxicidad en células expuestas por siete días a partículas en 

condiciones de baja densidad celular (62): 

Para evaluar el papel que juega la relación entre número de células y la 

concentración de partículas se decidió determinar el efecto citotóxico de las partículas en 

cultivos con una baja densidad celular. Para esto las células fueron sembradas a una 

densidad de 150 células por pozo, en cajas de 96 pozos. las células se dejaron adherir 

por 24 horas en presencia de medio DMEM adicionado con 1 % de suero a una 

temperatura de 37°C en una atmósfera de 5% de CO2-aire, y transcurrido este tiempo se 

adicionaron las partículas en concentraciones de O, 5, 10, 20, 40 Y 80 ¡;g/cm2 y se agregó 

suero a una concentración final de 10 % vlv. Se determinó la viabilidad de las células por 

medio del método de CV después de siete días de exposición. 

las curvas obtenidas de la evaluación de citotoxicidad para células en proliferación, 

tanto a alta como a baja densidad, fueron ajustadas por medio de regresión lineal para 

calcular la Cl-50. Se realizó un análisis de ANOVA para las Cl-50 y se tomo a un valor de 

p < 0.05 como presencia de significancia estadística. 

2) Inducción de anafases anormales (54, 55): 

las células se sembraron en una caja de cultivo de 150 cm2 con medio DMEM (10 % 

de SFB; 33 ¡;g/ml de penicilina; 50 ¡;g/ml estreptomicina) (medio completo). las células se 
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dejaron llegar a confluencia y se cosecharon utilizando tripsina a una concentración de 

0.05 % en PBS-EDTA 10 mM. Posteriormente se sembraron las células en cajas Slide 

Flask (NUNC) de 7.5 cm2 a una densidad de 100,000 células por caja con medio completo. 

Se dejaron adherir y crecer las células por 24 horas a 37°C en una atmósfera de 5% de 

CO2-aire, antes de proceder con la exposición a partículas. 

Después de las 24 horas se retiró el medio y se agregó medio con SFB al 1 % para 

disminuir la velocidad de crecimiento de las células y se dejó en este medio durante 36 

horas. Una vez transcurrido el tiempo se retiró el medio y se agregó medio completo con 

0.32 mM de hidroxiurea para detener a las células en la fase G1 del ciclo celular. Se 

agregaron lás partículas en las siguientes concentraciones por cada caja: 

- PM10 N, Cy S: 20,40 y80 pg/cm2• 

- Asbesto crisótilo (AC): 20, 40 Y 80 pg I cm2
, y 

- Un control, el cual no fue expuesto a partículas. 

Transcurridas 12 horas, se eliminó el medio y se agregó medio completo. Se dejó 

que progresaran en el ciclo celular por 7 horas y se fijaron con metanol-ácido acético (3: 1) 

(4 mM de cloruro de magnesio y 1.5 mM de cloruro de calcio), dos veces durante 15 

minutos. 

Se dejaron secar las cajas durante toda la noche y se les agregó ácido perclórico al 

5%, dejándolas a 4°C por 24 horas. Se lavaron y se tiñeron con Safranina-O al 0.5 % por 

24 horas. 

Las laminillas fueron codificadas para ocultar (cegar) la identificación del tipo de 

partículas a las que se expusieron las células y se evaluaron al microscopio 100 anafases 

al azar. Cada laminilla fue evaluada y verificada por un observador diferente. Se 

registraron en base a los criterios propuestos por Hesterberg y Barret (54) las siguientes 
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anormalidades: anafases multipolares, cromosomas en retraso y puentes cromosómicos. El ., 

experimento fue realizado en 3 ocasiones y se muestran los resultados de las 300 

anafases analizadas en total. 

-Análisis estadístico: 

Los resultados fueron agrupados como proporción de alteraciones anafásicas, y se 

analizaron por medio de la prueba de X2. 

3) Detección de daño genético por el método de electroforesis celular en geles de 

agarosa (ensayo de cometas): 

Se determinó la capacidad de las PM10 para producir rompimientos en el material 

genético por medio del ensayo de cometas, siguiendo el método descrito por Singh y col 

(63). 

Se sembraron 20,000 células por pozo en cajas de 24 pozos. Las células fueron 

expuestas a concentraciones de 0,2.5,5, 10,20 Y 40 ¡;g/cm2 de PM10 de cada una de las 

zonas siguiendo el procedimiento anteriormente descrito para el manejo de partículas. 

Después de 72 horas de exposición, las células fueron cosechadas y se determinó la 

viabilidad por exclusión de azul tripano. Las células fueron centrifugadas y lavadas en 2 

ocasiones con solución salina de fosfatos. Las células se resuspendieron en 1 mL de 

solución amortiguadora de Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 7.4 (amortiguador de corrida) y se 

tomó una alícuota con 10,000 células. Dichas células fueron mezcladas con una solución 

de agarosa de bajo punto de fusión a una concentración final de 1%. Las células fueron 

depositadas en una capa de agarosa previamente solidificada. Se dejó solidificar la 

mezcla de agarosa-células a 4°C. La muestra fue digerida (Tris 10 mM, EDTA 100 mM, 

NaCI2 M, Tritón X 100 1%, pH 10) por 30 minutos y después se lavó en una solución de 
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NaCI 100 mM, EDTA 1 mM. Se sometió a una electroforesis durante 30 minutos a 50 volts. 

La muestra fue lavada en amortiguador de corrida frío durante 5 minutos y posteriormente 

se agregó bromuro de etidio (10 Jig/mL), se colocó un cubreobjetos y se analizaron 30 

cometas al azar por laminilla. A cada cometa se le determinó el área y la longitud. Se 

realizó una correlación entre longitud y área para determinar cual de las dos mediciones 

utilizar como parámetro de daño al material genético. 

-Análisis estadrstico: 

Los datos se organizaron por mediana y rangos y se determinaron los siguientes 

parámetros: 1) Longitud de los cometas por arriba del percentil 75 del control; 2) 

Proporción de cometas con una longitud por arriba del percentil 75 del control (análisis de 

)(;2) y 3) Proporción de la longitud de los cometas por arriba del punto de corte, agrupados 

en rangos en los que se incrementa la longitud en 20 Jim. 
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Resultados 

Composición de las parUculas: 

- Presencia de metales de transiciÓn en las partículas; 

Se encontraron diferentes cantidades de metales de transición en las muestras 

evaluadas, dependiendo de la zona de la que provenían las partículas presentando un 

gradiente de concentración que va del N al S. En la zona N se encontraron 12.5 pg de 

metales por cada mg de polvo, mientras que en el e se encontraron 6.9 pg/mg de polvo y 

en el S 5.3 pg/mg de polvo. Al evaluar la cantidad total de metales de transición se 

encontró que en el e yen el S el componente principal es el hierro seguido por el plomo, 

mientras que en el N el zinc es el que ocupa el primer lugar, seguido por el hierro y el 

plomo (Figura 1). Tanto el vanadio como el nrquel se encuentran en pequeñas cantidades 

en todas las muestras (menos de 0.5 pg/mg) sin embargo existe un gradiente en la 

cantidad de vanadio que va de una mayor cantidad en el N seguido por el e, para 

encontrar una menor cantidad en el S (Figura 1). Al medir únicamente la fracción 

hidrosoluble se encuentra que el principal componente de este tipo en todos los casos es 

el zinc, presentando cantidades muy pequeñas de los demás metales (Figura 2). Las 

cantidades de vanadio siguen el gradiente encontrado al medir el contenido total de 

metales (Figura 3). 

Al evaluar la presencia de S y SO. presentes en las partículas se encontró que estos 

componentes presentan un gradiente de concentración similar al observado para los 

metales, encontrando una mayor cantidad de S y SO. en el N, seguido por el e y en menor 

cantidad en el S de la ciudad (Figura 4). Este gradiente en la concentración de S y SO. 

sugiere que en el N de la ciudad se presenta una mayor actividad combustión de 

combustibles tósiles._ 
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- Presencia de endotoxina en las partículas 

Se encontró que existen diferencias en los niveles de endotoxina en la partículas, ya 

que las partículas del N presentaron 15.3 ng/mg de polvo, mientras que en el S se midieron 

5.3 ng/mg de polvo yen el e se encontraron 4.1 ng/mg de polvo (Cuadro 1). 

Cuadro 1) Concentración de endotoxlnas presentes en la partrculas de la 
ciudad de México. 

PM10 [nQ!mg] 
Norte 15.3 

Centro 5.3 
Sur 4.1 

Evaluación toxicológica in vitro: 

- Potencial citotóxjco de las partículas: 

+ Citotoxicidad en células confluentes: 

Se determinó la citotoxicidad en células confluentes en las líneas celulares Balb c, 

ALF, Y 34 Lu. En estas condiciones se encontró que las células son muy resistentes al 

efecto citotóxico de las partículas, independientemente del tipo de partícula de la que se 

trate. En el caso de todas las líneas celulares se puede ver que conforme se incrementa la 

concentración de partículas se observa un incremento en la absorvancia, lo cual se 

expresa como un incremento en la viabilidad (Figura 5). A pesar de que el comportamiento 

es similar se encontró que en el caso de las células 34Lu el incremento en la absorvancia 

fue mayor que para las células Balb c y ALF. 

", 
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Figura 5: Curva concentración-respuesta de células Balb c, RLF y 34Lu expuestas por 24 horas a 
partículas del Norte, Centro y Sur de la Ciudad de México. (Células confluentes) 
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+ Citotoxicidad evaluada en un curso temporal: 

Al evaluar la citotoxicidad de las partículas en células Balb c en proliferación se 

encontró que la viabilidad disminuye y tres días después de las exposición hay una Cl-50 

de 160±32 J.lg/cm2 para las partículas del N, mientras que a este mismo tiempo la Cl-50 

para el C y S es de 276±42.4 y 292±22.63 J.lg/cm2 respectivamente (Figura 6) siendo esta 

diferencia estadísticamente significativa entre el N contra e y S (ANOVA P < 0.05). A los 7 

días la Cl- 50 del N baja a 99±4.6 J.lg/cm2 para las partículas del N, mientras que las del e 

y S alcanzan su viabilidad mas baja en este día con una Cl-50 de 138±3.8 y 139±2.6 

J.lg/cm2 respectivamente (Figura 6). 

+ Citotoxicidad en células en proliferación a baja densidad celular: 

Al determinar la citotoxicidad en células en crecimiento no se encontraron 

diferencias en los niveles de citotoxicidad en las diferentes líneas celulares estudiadas. En 

el caso de las células Balb-c la Cl-50 fue de 30±1.25 y 32±0.80 J.lg/cm 2 para las partículas 

del e y S respectivamente, mientras que el la Cl-50 de las partículas del N se encontró a 

36±3.41 J.lg/cm2
• En el caso de las células RLF, la Cl-50 fue de 27± J.lg/cm2 para las 

partículas del N, de 31±0.89 J.lg/cm2 para las partículas del e y 22±3.43 J.lg/cm2 para las 

partículas del S (Figura 7). las células SHE resultaron ser mucho mas sensibles pero no 

fue posible calcular la Cl-50 ya que no se pudo ajustar la curva. 
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- Anafases anormales: 

Las partrculas de la CM no fueron capaces de inducir anafases anormales. En los 

ensayos evaluados se encontró que a todas las concentraciones utilizadas, las células 

expuestas a partículas de la CM no presentaron un mayor número de anafases anormales 

que lo encontrado en el cultivo sin exponer a partículas (Cuadro 2). El AC fue capaz de 

incrementar la proporción de anafases anormales a las concentraciones de 20 y 40 ¡.¡g/cm2
, 

/ pero a la concentración de 80 ¡.¡g/cm2 no muestra diferencia con el control, debido a que a 

esta concentración el número celular se ve disminuido probablemente debido al efecto 

citotóxico del asbesto. 

Cuadro 2) Proporción de anafases anormales en cultivos de células 
expuestas a partlculas de la ciudad de México o Asbesto Crlsótllo. El cultivo 

testigo no fue expuesto a partlculas. 

Porcentaje 

PM10 20jJg/cm2 40jJg/cm2 80j1g/cm2 

N 1 O 2 
e 4 2 2 
S 2 o 1 

AC 14 13 4 
Testigo 2 2 2 

- Inducción de cometas por partículas PM 10: 

Las células obtenidas para el ensayo de cometas no mostraron variación en la 

viabilidad entre las células expuestas a diferentes concentraciones de partículas y los 

cultivos control. El análisis de correlación de longitud contra área mostró que las dos 

determinaciones proporcionan una información similar (r=0.91) (Figura 8) , por lo que se 

decidió utilizar la medida de longitud como parámetro para evaluar el efecto de daño al 

material genético. 
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Figura 8: Correlación entre la longitud y el área de los cometas de 
células expuestas a diferentes concentraciones de partlculas del Norte de la 

Ciudad de México. (r=O.91) 

Al evaluar las longitudes de los cometas se observa que las partículas del N y el e 

presentan en general una inducción de cometas de una longitud mayor que los inducidos 

por las partículas del S. En los tres casos se puede ver que en las concentraciones mas 

bajas se presenta una relación de tipo concentración-respuesta, la cual se pierde en las 

concentraciones mas altas. En la figura 9 se muestran la mediana, el percentil 25 y 75, así 

como el valor máximo y mínimo para cada una de las partículas evaluadas. Las longitudes 

de los cometas por arriba del percentil 75 del control tienden a ser mayores conforme se 

incrementa la concentración, por lo que los posteriores análisis se realizaron tomando en 

cuenta el percentil 75 del control como punto de corte, asumiendo que por debajo del 

punto de corte las longitudes corresponden a las de células normales 
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Cuando se determinó el porcentaje de cometas por arriba del percentil 75 del 

control, se encontró que a partir de la concentración de 2.5 Jig/cm2
, las partículas del N y e 

muestran en promedio, entre el 70 y el 80% de cometas con una longitud por arriba del 

punto de corte (p < 0.001 vs control). Por otra parte se observa que a la misma 

concentración, las partículas del S solo han inducido en promedio un 43.7% de cometas 

por arriba del punto de corte (Cuadro 3) (p < 0.01 vscontrol). Es interesante observar que a 

partir de la concentración de 5 Jig/cm2 todas las partículas provocan que la mayoría de los 

cometas se encuentren por arriba del punto de corte (p < 0.001 vs control). Al comparar la 

proporción de cometas por arriba del percentil 75 de las tres diferentes ·zonas se observa 

que a la concentraciones de 2.5 Jig/cm2
, las partículas del N y e presentan una mayor 

proporción de cometas largos que lo que se encuentra en las partículas del S (p < 0.001). 

Cuadro 3) Proporción de células que presentaron cometas con una longitud 
superior al punto de corte (percentll 75) del cultivo control. 

C oncentracl n Prooorcl n 
(Jig/cm 2

) N C S 
O 27 25.7 25.3 

2.5 78.4 73.3 43.7 
5 92.2 82.7 85.5 
10 85.6 84.7 92 
20 80 82.3 76.5 
40 75 91.5 75.5 

Al analizar las proporciones de los cometas· por longitud se observa que las 

partículas del N y e de la CM, inducen una proporción mayor de cometas largos, mientras 

que las partículas del S inducen cometas con una longitud menor (Cuadro 4). En este 

ejemplo la longitud correspondiente al corte del percentil 75 del control es de 58.2 Jim 
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Cuadro 4) Porcentaje de cometas agrupados por rango de longitud. Se 
presentan los datos de un experimento representativo. 

A) Partículas del Norte 
RanCIos de lonClitud 

<P75 (P75- (P75+20¡¡m)- > (P75+40¡¡m) 

[f.tg/cm"] <58.2 P75+20¡¡m) (P75+40¡¡m) >98.2 
58.3-78.2 78.3-98.21 

Blanco 75 25 O O 
2.5 18 89 3 O 
5 27 55 18 O 
10 3 22 40 35 
20 7 35 27 31 
40 26 5 34 35 

B) Partículas del Centro 
[f.tg/cm"] <58.2 58.3-78.2 78.3-98.21 >98.2 
Blanco 73.5 16.5 10 O 
2.5 31 31 30 8 
5 28 12 20 40 
10 7 25 35 33 
20 7 2 21 70 
40 6 34 43 17 

C) Partfculas del Sur 
[f.tg/cm"] <58.2 58.3-78.2 78.3-98.21 >98.2 
Blanco 70 30 O O 
2.5 48 45 7 O 
5 28 33 27 12 
10 20 32 17 31 
20 20 22 38 20 
40 20 22 27 31 
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Discusión 

- Composición de las partrculas; 

En los últimos años se han realizados múltiples estudios en los cuales se señala 

que la exposición a concentraciones elevadas de partículas contaminantes se encuentra 

relacionada con un incremento en las visitas a salas de emergencia en los hospitales, así 

como un aumento en la tasa de mortalidad. Algunos autores señalan que la composición 

de las partículas no es un factor determinante para que estas relaciones se presenten (64). 

Esto ha hecho suponer que el efecto tóxico de las partículas está dado por su naturaleza 

de partícula y no por lo que contienen (31, 64). 

Si consideramos que el número y variedad de fuentes fijas y móviles que emiten 

partrculas es muy grande, y si tomamos en cuenta que en la CM se presentan zonas con 

diferentes actividades económicas muy marcadas, es lógico suponer que dichas partículas 

presentarán diferencias en su composición (11). La mezcla es tan compleja que realizar un 

análisis completo de /a composición requeriría de una gran cantidad de trabajo de química 

analrtica y de aerobiología para evaluar la composición precisa de éstas. Debido a esto, se 

decidieron tomar dos grupos importantes dentro de los componentes de las partículas, 

siendo estos los metales de transición y sulfatos, así como las endotoxinas. Los metales de 

transición son de gran importancia ya que la presencia de estos nos puede dar una idea 

del origen de las partículas, ya que la presencia de meta/es como el vanadio y el níquel al 

igual que la presencia de S y S04 nos sugieren importantes emisiones por parte de 

motores de combustión interna, ya sea presentes en vehículos o en la industria. La 

presencia de endotoxinas se encuentra relacionada directamente con la presencia de 

contaminación biológica, ya que esta biomolécula es un componente estructural en 

bacterias gram negativas. Los resultados obtenidos durante el estudio muestran que tanto 
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los metales de transición como los sulfatos se presentaron en mayor concentración en el N 

de la CM que lo encontrado en el e y menor aún en el S. En el caso de la endotoxina se 

presentó una concentración mas alta en el N, seguido del e y por último del S. Estas 

diferencias podrían estar asociadas a la diferencia en los índices de urbanización de cada 

una de estas zonas. 

Estos resultados muestran que dentro de una misma ciudad se pueden encontrar 

variaciones importantes en la presencia de diversos componentes, lo cual pOdría estar 

reflejado en los efectos que estas partículas pueden tener en la población. Anteriormente 

se demostró que extractos orgánicos de las partículas tienen diferentes potenciales 

mutagénicos (12). Si bien en ese estudio no se realizó un análisis de los componentes 

orgánicos que podrían ser responsables del potencial mutagénico, al encontrar que los 

extractos de partículas del e indujeron una mayor cantidad de mutaciones que las del N y 

estas que las del S, los autores atribuyeron esta diferencia a la presencia de mas 

automóviles en la zona C. La composición de las partículas es algo que no se conoce con 

precisión, pero los resultados encontrados hasta este momento nos permiten suponer que 

en diferentes ciudades e incluso en diferentes zonas de una misma ciudad, se van a 

encontrar composiciones diferentes, lo cual seguramente estará relacionado con 

diferencias en los efectos tóxicos. Si bien en los estudios epidemiológicos estas diferencias 

en la composición no ha sido relacionada con diferentes efectos en la salud, posiblemente 

esto se deba a que estos estudios han sido realizados midiendo efectos agudos después 

de 24 a 72 horas de exposición a concentraciones altas de partículas. 

- Evaluación toxicológica in vitro : 

Las partículas utilizadas en el presente estudio también fueron evaluadas por 

Bonner y col (43) para medir la capacidad de éstas para inducir la expresión del receptor 
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alfa del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFr). En dicho estudio se observó 

una relación entre el tipo de partícula que se evaluó y la capacidad de dicha partícula para 

inducir la expresión del PDGFr. En el presente estudio se decidió evaluar el efecto tóxico 

en cultivos celulares, y se determinó la presencia de daño genético en cultivos de células 

de mamíferos. 

+ Evaluación de citotoxicidad: 

Los resultados encontrados en los ensayos de citotoxicidad muestran que las 

células que se encuentran en confluencia son menos susceptibles al efecto tóxico que 

aquellas que se encuentran en proliferación (Figuras 5, 6 Y 7). Cuando las células se 

encuentran confluentes no se observa una disminución en el número celular, mientras que 

en células en proliferación se observa un claro efecto citotóxico. 

En células confluentes en ausencia de factores de crecimiento se observa que 

conforme se incrementa la concentración de partículas hay un incremento en el número de 

células. Esto puede deberse a que las partículas induzcan la proliferación de las células, 

como ya ha sido demostrado para otras partículas como el asbesto, pero algunos ensayos 

de proliferación por medio de incorporación de bromo deoxiuridina o de timidina tritiada en 

una línea celular de monocitos (J744) yen células han mostrado resultados que indiquen 

que las partículas inducen proliferación. Debido a que en este estudio se utilizó un ensayo 

cOlorimétrico, es posible que la presencia de las partículas en el fondo de la caja absorban 

parte de la luz, pero desafortunadamente no existe forma de eliminar estas partículas sin 

dañar la monocapa de células. La alternativa de utilizar otros métodos existe, pero como ya 

se mencionó anteriormente, los ensayos en los que se miden enzimas como la lactato 

deshidrogenasa o ensayos de actividad de algún organelo, presentan problemas 
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metodológicos debido a que las partículas pueden adsorber a las enzimas a su superficie, 

o inducir estrés metabólico. 

El efecto observado en células en proliferación muestra una diferencia entre los 

efectos de las partículas de las tres diferentes zonas de la ciudad. Dichos experimentos 

muestran que las partículas del N son mas tóxicas que las del e y las del S. Esto 

concuerda con que dichas partículas son las que contienen una mayor cantidad de metales 

de transición yendotoxina. Bonner y col encontraron que las partículas del N eran las que 

inducían mayores niveles de expresión del PDGFr (43) por lo que estos resultados apoyan 

dicha observación. 

Dentro de los experimentos realizados con células en proliferación se encontró que 

la densidad celular juega un papel importante, ya que el efecto tóxico se hace mas 

evidente cuando se tiene una densidad celular baja. El que las partículas sean mas 

citotóxicas al exponer cultivos celulares en baja densidad puede asociarse a una relación 

existente entre el número de células y la cantidad de partículas por centímetro cuadrado 

(65). Estos resultados refuerzan las observaciones de una relación tipo concentración­

respuesta y permiten determinar que la cantidad de partículas a la que esté expuesta una 

célula será determinante en la intensidad del efecto evaluado. 

Las diferencias encontradas en la citotoxicidad dependiendo del estado de 

proliferación de las células muestran que las partículas son tóxicas cuando las células en 

cultivo se encuentran proliferando. A la fecha se desconocen los mecanismos mediante los 

cuales una partícula puede tener un efecto tóxico. Incluso en partículas tan bien 

caracterizadas como el asbesto, no se conoce a fondo el mecanismo de toxicidad. El que 

las células requieran de que la célula esté proliferando para presentar un efecto tóxico 
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señala hacia la posibilidad de que se requiera de la presencia de duplicación del material 

genético, el cual puede ser susceptible de daño durante la fase S del ciclo celular. 

+ Evaluación de daño al material genético: 

La evaluación del daño al material genético es un aspecto que puede ser evaluado 

a muy distintos niveles. Dentro de los ensayos mas utilizados encontramos el análisis de 

metafases (66, 50) Y anafases (54, 55), la presencia de aductos (67), la inducción de 

mutantes en bacterias (12), la detección de mutaciones puntuales en genes específicos, así 

como la detección de rompimientos del material genético por medio del ensayo de cometas 

(63, 30). Cada una de estas estrategias proporciona información diferente y se puede 

considerar que la información obtenida mediante un método complementa a lo encontrado 

mediante las otras estrategias. En el presente estudio se decidió determinar la presencia 

de anafases anormales, así como la inducción de rompimientos al material genético por 

medio del ensayo de cometas. Estos ensayos nos permiten realizar el análisis en células 

de mamíferos y no es necesario realizar extracciones del material genético lo cual puede 

introducir la detección de falsos positivos debido a la presencia de las partículas en el 

medio. 

En este estudio se encontró que las partículas de la CM no son capaces de provocar 

alteraciones en el proceso de disyunción cromosómica (Cuadro 2). Este tipo de 

alteraciones han sido reportadas cuando se han evaluado partículas de tipo inorgánico 

como el asbesto crisótilo (54) o el polvo de Mexicali (55). Debido a que se sabe que en los 

últimos años se ha incrementado la presencia de CF en los habitantes de la ciudad de 

México (22), y debido a que este tipo de cuerpos se asocian a la presencia de asbesto, se 

decidió determinar si las partículas de la ciudad compartían alguna característica 

genotóxica similar a la de las partículas de origen mineral. Los resultados sugieren que la 
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cantidad de partículas inorgánicas presentes en las PM10 de la CM no son suficientes para 

generar un daño similar al provocado por partículas inorgánicas puras. Otra posible 

explicación es que una de las causas por las cuales las partículas inorgánicas son capaces 

de provocar este tipo de daños es por una interacción de cargas (54) yel que las PM10 

sean ricas en hidrocarburos podría provocar que estos últimos enmascaren la carga de los 

minerales, impidiendo una interacción entre las partículas y el material genético. El efecto 

citotóxico no parece tener relación con este resultado negativo ya que en comparación con 

lo observado con el asbesto, la baja frecuencia de anafases anormales es similar en todas 

las concentraciones (Cuadro 2) y no se encontró un efecto citotóxico elevado a las 

concentraciones utilizadas para esta evaluación (Figura 6). 

Para realizar el ensayo de cometas se usaron condiciones de cultivo similares a las 

utilizadas en los ensayos de citogenética para evaluar metafases (50) y se utilizaron 

concentraciones que se encontraran por abajo de la Cl-50 encontrada para las partículas 

después de 72 horas de exposición (Figura 6), por lo que se trabajó a concentraciones 

entre 2.5 y 40 ¡;g/cm2
. Al determinar el daño genético por medio del ensayo de cometas, se 

encontró que las partículas de la CM son capaces de producir alteraciones en el material 

genético de células expuestas en cultivo. la utilización del ensayo de cometas presenta la 

ventaja de que permite identificar rompimientos presentes en una cadena de DNA lo cual 

hace que el ensayo sea muy sensible. Otra ventaja de este método es su rapidez, ya que el 

analizar la longitud y área de un cometa se puede realizar con la ayuda de un analizador 

de imágenes. Durante el ensayo de cometas se evalúa la integridad del material genético, 

pero los daños encontrados por este método pueden ser alteraciones que posteriormente 

puedan ser reparadas o no, mientras que al determinar la presencia de rompimientos 
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cromatídicos o cromosómicos por medio de la evaluación de metafases se observa un 

daño que no ha podido ser reparado. 

En el presente trabajo se decidió utilizar la longitud de los cometas como parámetro 

de daño al material genético. En algunos trabajos se ha sugerido que el área es la medida 

que es mas representativa del daño genético evaluable (58), pero por otro lado, existes 

diversos trabajos en los que se utiliza esta técnica para evaluar el efecto de agentes 

I j. 

, contaminantes en los cuales se utiliza a la longitud como parámetro (28, 29, 30). Debido a 

la diferencia de opiniones, se decidieron realizar las dos mediciones en el primer tipo de 

partícula evaluada (partículas del N). Con los datos de tres experimentos- se realizó una 

. correlación en la que encontramos que tanto la longitud como el área, bajo las condiciones 

experimentales utilizadas, aportan la misma información (Figura 8). Estos datos muestran 

que se pueden utilizar cualquiera de los dos parámetros, y debido a que la longitud ha sido 

utilizada en estudios de daño al material genético como consecuencia de la exposición a 

contaminación (28, 29, 30), se decidió utilizar esta última medida como parámetro de daño, 

además de que es una medida mas directa que no depende de cálculos adicionales. 

Como se puede ver en la figura 9 la longitud de los cometas presenta una tendencia 

a aumentar conforme se incrementa la concentración de partículas. Si se toma a la 

mediana como parámetro para evaluar el cambio presente en la longitud de los cometas se 

encuentra que hay un incremento en la longitud en las primeras concentraciones y se 

mantiene constante. Sin embargo, si se evalúa el cambio en la dispersión de los datos por 

arriba del percentil 75, se encuentra una clara relación del tipo concentración-respuesta 

para todas las partículas. También es en esta zona de la distribución de los resultados en 

donde se aprecia una diferencia mas clara entre los grupos que fueron comparados. 

Debido a esto se decidió utilizar al percentil 75 de la longitud de los cometas de células no 
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expuestas a partículas, como punto de corte. Otro motivo por el que se utilizó al percentil 75 

como punto de corte fue que el cultivo celular no se realizó en condiciones de 

sincronización celular, por lo que la presencia de células en fase S podrían presentar 

cometas largos debido a que las zonas de replicación del DNA podrfan producir colas 

similares a las que induce un agente genotóxico. Debido a que solo una fracción de las 

células se encuentra en esta fase, se consideró que en un cultivo de células debía de 

existir una proporción de células que presentaran cometas largos. 

Con base en este punto de corte se tomaron los siguientes parámetros: 1) Longitud 

de los cometas por arriba del percentil 75 del control; 2) Proporción de cometas por arriba 

del percentil 75 del control y 3) Proporción de la longitud de los cometas por arriba del 

punto de corte, agrupados en rangos en los que se incrementa la longitud en 20 ¡;m. 

Los resultados muestran una clara diferencia entre las partículas del N y e de la 

ciudad con respecto a las partículas del S. En el cuadro 2 se muestra que a la 

concentración de 2.5 ¡;g/cm2
, las partículas del N y e alcanzan un 70-80 % de cometas por 

arriba del punto de corte, y dicha proporción se mantiene a lo largo de todas las 

concentraciones. Las partículas del S, a una concentración de 2.5 ¡;g/cm2 presentan un 

43.7% de cometas por arriba del punto de corte, incrementándose dicha proporción a un 

85 % a la concentración de 5 ¡;g/cm2 y manteniéndose elevada en las demás 

concentraciones. Este dato por si solo, sugiere que existe alguna diferencia importante en 

el efecto genotóxico que pudieran estar induciendo las partículas de diferentes zonas de la 

CM. 

Cuando se analiza la longitud de los cometas por arriba del punto de corte, se 

puede ver que las partículas del N y e de la CM tienden a inducir cometas de mayor 

longitud que los que se encuentran en el caso de las partícula del S (Figura 9). Cuando se 
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analiza este parámetro, se observa que en todos los casos se presenta una relación de tipo 

concentración-respuesta. 

Por último, al evaluar la proporción de la longitud de los cometas, se puede apreciar 

que a concentraciones bajas, los cometas inducidos por las partículas del N y e de la 

ciudad se presentan en mayor proporción como cometas largos, mientras que los cometas 

de las partículas del S tienden a ser mas cercanos al tamaño del punto de corte (56 a 64 

Jim) (Cuadro 4), aunque estos resultados no mostraron diferencias estadísticamente 

significativas. En concentraciones altas se observa que las partículas de todas las zonas 

presentan un patrón similar de daño al material genético. 

El daño al material genético inducido por las partículas evaluado en el presente 

estudio muestra dos características importantes: 1) las partículas no alteran el proceso de 

disyunción cromosómica como lo hacen las partículas de tipo inorgánico y 2) las partículas 

son capaces de inducir rompimientos en el DNA de células expuestas. Esto muestra que 

las partículas de la CM presentan propiedades genotóxicas diferentes a las observadas 

para las partículas inorgánicas, ya que tradicionalmente éstas partículas son capaces de 

inducir los dos tipos de alteraciones (50, 54, 55, 66). 

- Conclusiones: 

Los resultados aquí presentados, muestran que las partículas de la CM presentan 

diferentes propiedades toxicológicas, dependiendo de la zona de la ciudad en la que 

fueron colectadas. Bonner y col. (43), previamente demostraron que las diferencias en la 

composición de estas partículas inducen diferentes respuestas celulares asociadas a 

respuestas inflamatorias. Los resultados presentados aquí refuerzan dicha observación, y 

hacen evidente que la citotoxicidad y genotoxicidad esta relacionada con la composición. 
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De todo lo anterior podemos concluir lo siguiente: 

1) El contenido de algunos componentes de las partículas (metales pesados, azufre, 

sulfatos y endotoxinas) va a depender de la zona en la que estas sean colectadas, 

presentando una mayor concentración las partículas del N de la CM 

2) El efecto citotóxico de las partículas en cultivo celular va a depender del estado de 

proliferación en el que se encuentren las células, presentando un efecto citotóxico cuando 

la célula se encuentra en proliferación, y no presentando efecto cuando la célula se 

encuentra quieta. 

3) Las partículas del N de la CM son mas citotóxicas que las del e y S en 

condiciones de proliferación a concentraciones entre 2.5 y 320 flg/cm 2
• 

4) Las partículas de la CM no son capaces de producir alteraciones en el proceso de 

disyunción cromosómica. 

5) Las partículas del N y e son mas genotóxicas que las del S a la concentración de 

2.5 flg/cm 2
• 

6) La técnica de cometas para evaluar el daño genético generado por las partículas 

no permitió determinar si existen diferencias entre las partículas del N y el C. 

7) Queda por identificar cual o cuales de los principales componentes de las 

partículas participa en los efectos citotóxico y genotóxico. 

8) Queda por evaluar los diferentes mecanismos por los cuales las partículas están 

generando el efecto genotóxico. 

9) Queda por evaluar si estos efectos citotóxicos y genotóxicos se presentan en 

condiciones in vivo. 
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Apéndice 

Introducción 

Uno de los objetivos originales del presente estudio era el evaluar la capacidad de 

las partículas de la CM para inducir procesos inflamatorios en animales expuestos por 

instilación. Para esto se utilizaron animales provenientes del Instituto Nacional de 

Cardiología (INCICh), se estandarizaron las condiciones de las maniobras a realizar en los 

animales y se realizaron experimentos en los que los animales fueron expuestos a 

diferentes concentraciones (0.75 a 3 mg/100 g de peso) de partículas de la CM, cuarzo o 

hierro carbonilo y se determinó la presencia de diferentes marcadores de inflamación 

como: concentración de proteínas, concentración de lactato deshidrogenasa (LDH), conteo 

celular y cuenta diferencial. En todos los experimentos se incluyó tanto un control expuesto 

al vehículo de las partículas (PBS), así como un control el cual únicamente fue anestesiado 

y sometido a la cirugía necesaria para realizar la instilación. Los resultados obtenidos tanto 

en los animales expuestos al vehículo como aquellos que únicamente fueron sometidos a 

la cirugía presentaron concentraciones elevadas de los marcadores de inflamación y en 

ocasiones estas fueron mas elevadas que las encontradas en los animales expuestas a 

partículas de la CM o incluso a aquellas presentes en los animales expuestos a cuarzo. 

Algunos animales fueron sacrificados sin realizar maniobra previa y se examinó 

macroscópicamente los pulmones encontrando algunos animales con procesos 

hemorrágicos. Debido a esto se decidió compar9r la calidad de los animales provenientes 

del INCICh con animales del bioterio del Instituto Nacional de la Nutrición (INNSZ), el cual 

cuenta con aire filtrado y las condiciones de manipulación de los animales tiene un control 

mas estricto (Rosas, comunicación personal). Se encontró que los animales del INNSZ son 
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de mejor calidad que los del INCICh, sin embargo presentan niveles mas elevados de los 

marcadores de inflamación que los reportados en la literatura. A continuación se presentan 

algunos de los datos encontrados tanto en la evaluación de los animales expuestos a 

partículas, así como de la comparación realizada entre los animales de dos diferentes 

bioterios. 

Material y métodos 

- Instilación de animales: 

Para determinar si las PM10 de la CM son capaces de inducir procesos 

inflamatorios, se decidieron realizar estudios de instilación en ratas, en los cuales utilizó al 

cuarzo (Q) como control positivo, al hierro carbonilo (FeC) como control negativo y una 

solución amortiguadora de fosfatos (PBS) como testigo del ensayo (46). 

Con base en estudios realizados previamente (68) se determinó que la dosis 

óptimas a utilizar fuera de 3.0 mg/100 g de peso. 

Se utilizaron ratas macho cepa Wistar de 140 a 160 g de peso. Se trabajaron seis 

grupos de animales expuestos a: N, e, s, Q, FeC y PBS. Los animales fueron anestesiados 

con una mezcla de Quetamina-Rompun e instilados por la tráquea y sacrificados 1, 2 Y 7 

días después, con una sobredosis de nembutal (50 mg/100 g de peso). Se expuso la 

tráquea y se sometió a lavado los pulmones (44, 45, 47). El lavado bronquioalveolar (LBA) 

se realizó con PBS. El LBA fue centrifugado por 10 minutos yel sobrenadante fue usado 

para la cuantificación de proteínas y determinación de lactato deshidrogenasa, y en el 

botón celular se realizó un conteo celular y cuentas diferenciales (46). 

- Cuantificación de proteínas y lactato deshidrogenasa presentes en LBA 

La cuantificación de proteínas se realizó por medio del método de Bradford, (69). 

51 



,. 

La concentración de LDH se determinó con base en la medición de la generación de 

NADH, utilizando un KIT comercial. 

- Conteo celylar y cyenta diferencial· 

Después de que el sobrenadante fue decantado, el botón fue resuspendido y se 

determinó el número celular por medio del método de exclusión de azul tripano (46). 

De la misma suspensión se prepararon frotis para realizar una cuenta diferencial 

¡ para determinar la cantidad de células polimorfonucleares presentes en el LBA (46). 

- Análisis estadístico de los ensayos in vivo: 

Los resultados se analizaron utilizando la prueba no paramétrica de U de Mann­

Whitney, y se consideró que existía una diferencia estadísticamente significativa cuando se 

obtuvo un valor de p < 0.05. 

Comparación de la calidad de bioterios de la CM 

- peterminación del número celylar, concentración de proteínas totales y LPH en 

LBA de ratas libres de tratamiento con partícylas· 

Debido a que los animales utilizados para la realización de los experimentos antes 

mencionados, provenían de un bioterio con ventilación pasiva, se decidió comparar la 

calidad de estos animales con otros provenientes de bioterios con aire acondicionado. Se 

utilizaron 6 ratas macho de la cepa Wistar provenientes del bioterio INCICh y 6 animales de 

las mismas características del bioterio del INNSZ. Los dos grupos de animales fueron 

sacrificados con una sobredosis de nembutal y procesados como se mencionó 

anteriormente para la obtención de LBA. En estos lavados se determinó el número celular, 

la concentración de proteínas totales, así como la concentración de lactato deshidrogenasa 

con los métodos antes mencionados. 
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RESULTADOS 

+ Cuantificación de proteínas y lactato deshidrogenasa (LDH) en LBA. 

Los resultados de la cuantificación de proteína, no presentaron relación entre el 

tiempo de exposición y la cantidad de proteína encontrada (15 a 18 mg/ml para el N, 15 a 

15.5 en el C, 11.6 a 13.5 en el S, 12.8 a 16.9 para el Q, 10.5 a 14.2 para el FeC y de 5.6 a 

11 para el PSS) y no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los 

t grupos a ninguno de los tiempos evaluados. En cuanto a la concentración de LDH en los 

LBA, solo el Q fue capaz de inducir un incremento en la concentración de esta enzima 24 

horas después de la exposición (p < 0.05) 

+ Número de células y cuenta diferencial. 

El número de células presentes en el LBA mostró que 24 horas después de la 

exposición, el Q indujo un mayor número que lo encontrado en los grupos expuestos a 

partículas de la CM y que lo encontrado en los animales control, pero no se encontraron 

diferencias entre los controles y los animales expuestos a partículas de la CM. 

La cuenta diferencial arrojó resultados similares a lo observado en el conteo celular 

- Comparación entre bioterjos' 

+ Determinación del número celular, concentración de proteínas totales y LDH en 

LBA de ratas libres de tratamiento con partículas: 

Los animales de bioterio con ventilación pasiva no mostraron diferencias 

significativas en las cantidades de células presentes en el LBA y en la concentración de 

proteínas totales en comparación con los animales de bioterio con aire acondicionado 

(Cuadro A 1). Por otra parte, al medir la concentración de LDH presente en el LBA los 

animales del laboratorio con ventilación pasiva presentaron concentraciones muy por 

arriba de lo encontrado en los animales del bioterio con aire acondicionado (p < 0.05). 
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Cuadro A 1) Comparación de marcadores Inflamatorios en LBA de animales 
provenientes de dos diferentes bloterlos. (p < 0.05) 

Aire acondicionado Ventilación pasiva 
# de Células 1.1 X 105 (0.76-1.3) 4.4X105 (3-7.1) 
Cuenta diferencial 

PMN 1 (0-8) 2 (1-3) 
Macrófagos 98 (92-100) 98 (97-99) 

Concentración de 9.8 (8.3-23.3) 10.8 (5.7-14.9) 
proteínas (mg/mL) 
LDH (U1mL) 0.39 (0.05-0.45) 2.7 (0.675-3.7)* 

DISCUSION 

Los ensayos en animales de laboratorio han sido ampliamente utilizados desde 

hace muchos años para evaluar el efecto de partículas en el aparato respiratorio (44, 45, 

46, 47). Este tipo de estudios ha demostrado ser sumamente valioso ya que nos permite 

ver a varios niveles que es lo que sucede cuando un animal es expuesto a partículas, ya 

sea por inhalación o por instilación. Dentro de los parámetros que se han medido 

tradicionalmente encontramos principalmente a la dinámica de depósito de las partículas 

(70, 46) Y también a la presencia de biomarcadores de inflamación (44, 45, 47). El presente 

estudio planteó como uno de sus objetivos originales determinar el efecto que tienen las 

partículas de la CM en animales de laboratorio expuestos por instilación por medio de la 

medición de biomarcadores de exposición. Los resultados encontrados no permitieron ver 

si las partículas de la CM son proinflamatorias, ya que los animales utilizados presentaron 

elevados niveles de estos biomarcadores incluso en los animales expuestos a los 

controles negativos o aquellos no expuestos. 

Los animales de laboratorio mostraron niveles muy elevados de los biomarcadores 

de inflamación en comparación a lo observado en Estados Unidos (44, 45, 47). Como 

ejemplo basta con citar lo que observamos en la concentración de protelnas y LDH. En el 

54 



/ 

caso de nuestro animales encontramos que la concentración de proteínas en los animales 

expuestos al vehículo de las partículas presentó de 5.6 a 11 mg/mL, mientras que en los 

estudios de los Estados Unidos los animales expuestos a solución salina presentaron 

alrededor de 0.1 mglmL. En el caso de la LDH observamos algo similar, presentando los 

animales de la CM concentraciones de alrededor de 65 U/mL, mientras que en los estudios 

de Estados Unidos se encontraron alrededor de 10 U/mL 

El hecho de que los animales utilizados para este estudio provenían originalmente 

de un bioterio con ventilación pasiva, y considerando que los bioterios en Estados Unidos 

cuentan con aire acondicionado, se decidió comparar la calidad de los animales de 

diferentes bioterios de los cuales la diferencia era la presencia de ventilación pasiva y de 

aíre acondicionado. Ya se había demostrado una diferencia en cuanto a la calidad del aire 

de los bioterios (Rosas, comunicación personal) dependiendo del tipo de ventilación 

presente, siendo el bioterio con aire acondicionado el que presentó mejores condiciones. 

Los resultados obtenidos nos mostraron que tanto los animales provenientes de bioterios 

con ventilación pasiva como de aquellos que tienen aire acondicionado presentaron 

niveles elevados de biomarcadores de inflamación en las vías respiratorias. Esto hace 

pensar que las condiciones en las cuales se tienen a los animales de laboratorio en los 

bioterios evaluados no son las adecuadas para realizar estudios de efectos de 

contaminantes en las vías respiratorias. Esto puede deberse por que existe un intercambio 

de aire entre el interior y el exterior del bioterio sin que dicho aire sea filtrado, o bien al tipo 

de cama utilizado para los animales. Si dicha cama libera partículas o el cambio se hace 

enfrente de los animales generando suspensiones de partículas en el aire, entonces los 

animales se encontraran expuestos. La presencia de microorganismos presentes en la 

cama hace que este problemas se vuelva todavía mas complejo. 
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La utilización de animales de laboratorios es de gran importancia para la investigación 

biomédica. La calidad de los animales utilizados en este tipo de es un factor que determina 

la calidad de los resultados obtenidos, especialmente si el órgano que se desea evaluar se 

encuentra dañado. En el caso del presente estudio se deseaba evaluar el efecto de la 

presencia de partículas de la CM en el tracto respiratorio, y es evidente que si los animales 

presentan una enfermedad respiratoria previa, los resultados que se pueden generar no 

son confiables. Por otra parte es deseable que se pueda contar con animales sanos para 

realizar cualquier tipo de evaluación, ya que la presencia de enfermedad afecta las 

observaciones realizadas. Debido a esto es necesario considerar el mejoramiento tanto de 

la calidad de los bioterios, así como la calidad de los animales que éstos generan. 

CONCLUSIONES 

1) Las condiciones en las que se encontraban los animales de bioterio en el momento de 

la realización del presente trabajo no permitió que se evaluaran los efectos in vivo de las 

partículas PM10 de la CM 

2) Es necesario mejorar las condiciones de los bioterios y la calidad de los animales que 

estos generan para poder obtener resultados que sean reproducibles y comparables con 

los generados en otras partes del mundo 
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