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Resumen

La contaminación del aire ha sido objeto de especia! atención, ésta representa

un problema grave que afecta la salud de gran cantidad de personas. Entre los

contaminantes de mayor interés se encuentran los hidrocarburos aromáticos

policíciicos (HAP), ya que están ampliamente distribuidos en el ambiente y pueden

reaccionar con otros agentes químicos para formar compuestos secundarios. Una

cantidad importante de ellos ha sido asociada con la formación de tumores malignos,

por lo que es evidente la necesidad de relacionar la presencia de los HAP y algunos

de sus derivados, con sus efectos biológicos.

Las aeropartículas son uno de los tres contaminantes más importantes en la

Ciudad de México, cuando éstas son inhaladas los contaminantes orgánicos

asociados a ellas pueden incorporarse al torrente sanguíneo y alcanzar órganos

blanco, afectando a nivel del ADN tanto a células somáticas como a germinales.

En el presente trabajo se analizó la genotoxicidad de los compuestos

orgánicos asociados a las aeropartículas mediante el ensayo de inducción de

revertantes en Salmonella typhimuríum y la prueba de mutación y recombinación

somáticas en las alas de Drosophila melanogaster.

Se evaluó la genotoxicidad de compuestos orgánicos asociados a partículas

suspendidas totales (PST) y partículas iguales o menores de 10 um (PM10) del

Pedregal de San Ángel, en 1993, mediante el fraccionamiento secuencia! en soxhlet

con disolventes de polaridad creciente, ciclohexano, diclorometano y acetona,

reuniendo los extractos en época de secas y de lluvias. En todos los casos se

manejó la cepa TA98 de Salmonella typhimuríum sin y con activación metabólica y en

el caso de Drosophila melanogaster, se realizaron dos cruzamientos, uno estándar y

otro que involucró bioactivación elevada.

Mediante el empleo de cromatografía de gases y de espectrometría de masas,

se determinó la presencia de hidrocarburos aromáticos policíciicos (HAP) presentes

en los extractos orgánicos obtenidos de las PST y PM10 del área de estudio.

Los resultados de mutagenicídad mostraron la diferencia en la composición

química de los tres extractos, la mayor genotoxicidad se observó en época de secas

con los extractos más polares y en PST. Además, fue clara la acción de compuestos



3

promutagénicos en ciclohexano, mientras que el efecto fue más elevado en los

extractos de diclorometano y acetona.

Los promedios aritméticos anuales de la concentración y sus errores estándar

para PST fueron 109+10 ug/m3 y para PM10 58+5 ug/m3. Las cantidades de ambos

tipos de partículas fueron mayores en la temporada de secas teniendo así

correlación inversamente proporcional con la humedad relativa.

Del análisis químico, se identificaron diez hidrocarburos aromáticos

policíciicos (HAP), los de mayor concentración fueron benzo(ghi)perileno,

indenoO^.S-cdJpireno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno

y fenantreno. La cantidad total anual de HAP fue mayor en PM10, pero ias

diferencias no fueron significativas. Por el contrario, en las PST se observó más en

secas que en lluvias. Sin embargo, entre las temporadas de ambos tipos de

partículas, no hubo diferencias significativas.

Probablemente la distinta constitución de las partículas fue la causa de la

variación en la recuperación de los compuestos orgánicos adsorbidos a ellas. En

general, se obtuvo mayor número y cantidad de HAP en el extracto de ciclohexano,

seguido de diclorometano y de acetona. Los resultados obtenidos con la cepa TA98

de Salmonelfa typhimurium con y sin la fracción metabóiica S9 y con las cruzas

estándar y de bioactivación elevada de DrosophUa melanogaster, mostraron

mutagenicidad debida tanto a compuestos de acción directa como indirecta

(promutágenos), al mismo tiempo que evidenciaron mayor potencia mutagénica de la

materia orgánica asociada a las PST en los extractos más polares.

Se evidenció que el bioensayo de DrosophUa melanogaster, es importante

como parte del análisis biológico de los efectos de contaminantes, sobre todo por la

necesidad de contar con datos en eucariontes y por la importancia que tiene la

determinación de un espectro de genotoxicidad más amplio que el detectado por

Saimonella.
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1. INTRODUCCIÓN

Generalmente al tratar temas relativos al ambiente se piensa en agua, suelo o

aire, de hecho, el estudio y la generación de estrategias para medir y controlar la

contaminación se enfoca a cada uno de estos. Sin embargo, la realidad es que el

ambiente es uno, de ahí que la aiteración de cualquiera de estos tres medios tiene

consecuencias en los otros dos. En este sentido la contaminación del aire es de

sumo interés, los contaminantes presentes en las áreas urbanas e industriales

pueden encontrarse en concentraciones muy altas, debido principalmente a la gran

población y a las actividades industriales localizadas en zonas relativamente

pequeñas, lo que incrementa la posibilidad de que éstos se precipiten en el agua y

en el suelo. Aunado a esto, la gran cantidad de personas que están expuestas de

manera crónica, hace evidente la necesidad de establecer las posibles

consecuencias generadas por la exposición a estos compuestos químicos, en el ser

humano y en los organismos vivos en general.

Para efectos de este trabajo se entenderá por contaminante a cualquier

sustancia que se encuentre en el ambiente en cantidad suficiente para producir algún

efecto nocivo.

1.1 Contaminación Atmosférica

Los contaminantes del aire se pueden agrupar según sus características

físicas y su origen. La primera los divide en gases y partículas. Los gases incluyen

principalmente dióxido de carbono (CO2), monóxido de carbono (CO), hidrocarburos

(HC ó CXHXO), óxidos de nitrógeno (NOX), ozono (O3) y óxidos de azufre (SOX).

Las partículas pueden estar en forma de polvos, humos y vapores. Los polvos

son partículas sólidas que se desprenden del proceso físico o mecánico del manejo

de materiales o bien de la erosión natural. Los humos son partículas que se originan

cuando un sólido es volatilizado por su exposición a altas temperaturas y luego se

condensa por ia presencia de aire frío, también se incluyen las partículas sólidas que

resultan de la combustión incompleta de materiales formados por carbón. Las nieblas

son partículas líquidas que provienen de la condensación de los vapores y pueden

originarse también por reacciones químicas. En cualquier caso, los tamaños de las

nTiflTUhhMjC
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partículas varían según su naturaleza y la actividad de la que se desprenden (Tabla

1.1).

Tabla 1.1. Tamaños relativos de las partículas contaminantes del aire

Contaminante

Polvos de fundición
Insecticidas
Cloruro de amonio
Humos de óxido de zinc
Niebla de ácido sulfúrico
Humo de aceites
Humo de cigarro
Cenizas
Polen
Aerosoles
Niebla

Tamaño (um)

1
0.5
0.1

0.01
0.5

0.04
0.01

1
8

0.005
1

- 1,000
- 10
- 1.0
- 0.4
- 20
- 1.0
- 0.4
- 1,000
- 150
- 50
- 40

La otra forma de identificar a los contaminantes del aire es por su origen, en

este caso, se les clasifica como primarios: que pueden ser naturales (polvos,

vegetación, brisa, niebla) o antropogénicos (humo de cigarro, emisiones vehiculares

e industriales) y secundarios, que se generan a partir de los primarios por reacciones

atmosféricas. En la tabla 1.2 se presentan algunos ejemplos simplificados de las

reacciones que se pueden dar entre los contaminantes primarios y los secundarios

en la atmósfera (Hughes et al. 1980).

Tabla 1.2. Reacciones que se pueden llegar a dar en la atmósfera

entre contaminantes primarios y secundarios

NO2 + Luz > NO +0
O + O2 > O3

O3 + NO > NO2 + O2

O + HC > HCO
HCO + O2 > HCO3

HCO3 + HC > Aldehidos, Cetonas, etc.
HCO3 + NO > HCO2 + NO2

HCO3 + O2 > O3 + HCO2

HCOX + NO2 > Nitratos de peroxiacetilo

Aproximadamente el 90% de los contaminantes del aire son naturales,

mientras que el 10% restante proviene de actividades antropogénicas, sin embargo,

con la aparición de nuevas tecnologías se han incorporado a la atmósfera sustancias
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cada vez más activas que permanecen en mayores concentraciones en las áreas

industriales y urbanas. Las fuentes que dan origen a estos contaminantes se pueden

dividir en dos grandes categorías: móviles y estacionarias, las primeras se relacionan

con medios de transporte (carros, camiones, trenes, aviones), mientras que las

segundas se refieren a actividades industriales y domésticas. En su conjunto los

contaminantes que se emiten al ambiente provienen de la combustión interna de

gasolinas y otros derivados del petróleo, generación de energía, refinamiento de!

petróleo, actividad metal mecánica, procesos químicos, evaporación de disolventes y

pinturas, incineración de basura, extracción y purificación de metales. De todas estas

se desprenden principalmente monóxido y dióxido de carbono, óxidos de azufre,

hidrocarburos, óxidos de nitrógeno y partículas sólidas y líquidas (Moncmanová et ai.

1993).

Uno de los grupos de contaminantes más importantes en cuanto a !a

carcinogénesis es el de los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs). Grimmer

(1983) los considera como peligrosos ya que se distribuyen ampliamente en la

atmósfera y se ha demostrado que son capaces de inducir cáncer en varias especies

animales. Sin embargo, no todos los HAPs a los que está expuesto el hombre han

sido estudiados a fondo, a pesar de que la actividad biológica de estos puede variar

sustancialmente con ligeros cambios en su estructura molecular y, además,

reaccionan con otros contaminantes como los óxidos de nitrógeno que están

presentes también en la combustión incompleta de los derivados del petróleo, lo que

en algunos casos los hace más peligrosos para los organismos (Pitts et al. 1978,

Rosenkranz ef a/. 1980).

Se calcula que en el mundo se descargan anualmente a la atmósfera 3

millones de toneladas de contaminantes como resultado de las actividades

antropogénicas (Tong y Karasek 1984, Carey 1986) y aproximadamente 1000 de

éstas corresponden a HAPs. El problema es más evidente en las áreas industriales

ya que el volumen puede ser hasta 10,000 veces mayor que el observado en las

ciudades (Haugen et al. 1988).

Dado lo anterior se aprecia que debido a la diversidad, a la cantidad y a la

naturaleza de ios contaminantes del aire, se pueden formar mezclas

extraordinariamente complejas en las que se llegan a producir reacciones sinérgicas
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o antagónicas, que influyen en la actividad biológica de la mezcla total (Alink et al.

1983), por lo que es importante realizar estudios sobre los compuestos existentes en

el ambiente. Además, de establecer pruebas de los daños a los que los organismos

están expuestos en estos ambientes contaminados.

1.2 Exposición a compuestos químicos asociados a las aeroparticulas

Los contaminantes ambientales están relacionados con gran cantidad de

enfermedades y alteraciones a la salud, a la vida vegetal y a los animales. En este

sentido se incluyen efectos sintomáticos agudos y crónicos.

La contaminación del aire daña principalmente la piel, los ojos, el tracto

respiratorio y los pulmones. Al aspirar compuestos que se encuentran en el aire,

aunque el daño primario sucede en el tracto respiratorio y pulmones puede darse en

cualquier parte del organismo debido a que tras la inhalación los compuestos

químicos se incorporan al sistema circulatorio a través de los pulmones. Algunas de

las enfermedades causadas o agravadas por la contaminación del aire son:

asbestosis, asma, bronquitis, enfisema y cáncer de pulmón.

Algunos autores clasifican estos contaminantes en respiratorios, sistémicos, y

de daño específico (Christie 1996), en la tabla 1.3 se muestran características y

ejemplos de cada caso.

En cuanto a la relación que existe entre la inhalación de los contaminantes en

forma de gas o bien asociados a las aeropartículas y los efectos en la salud, los

individuos más sensibles son quienes presentan algún trastorno respiratorio, los

menores de edad, la gente propensa a adquirir asma, neumonía, deficiencias

respiratorias y cardiovasculares y las personas de ia tercera edad. En diferentes

estudios en los que se evaluó la posible asociación entre la concentración de PST y

PM10 con el índice de mortalidad diaria se notó el aumento de este así como la

cantidad de hospitalizaciones por neumonía y deficiencias en la función pulmonar,

identificando como factor relativo de riesgo el incremento de las aeropartículas entre

10 y 100 ug/m3 (Schwartz 1994a,b, Hitzfeld et al. 1997). Sin embargo, las

consecuencias de la exposición a estos contaminantes no solamente se expresan

como irritación de los epitelios del sistema respiratorio. Se sabe que la simple

presencia de los HAPs es ya un factor de riesgo en cuanto a carcinogenicidad y/o



mutagenicidad, por lo que a la vez que los organismos son afectados al nivel

fisiológico, también es muy posible que sufran cambios de tipo genético. Lo que

implica dos niveles, el germinal en cuyo caso los efectos se expresarán en las

generaciones futuras y el somático en el que él organismo expuesto sufre las

consecuencias de esta exposición, la cual se hace evidente por la aceleración de

procesos de envejecimiento celular y cáncer. Algunos autores han estimado que

entre 70 y 90% del cáncer en humanos y en animales es debido a contaminantes

ambientales y que estos son la causa principal de la producción de defectos

genéticos en el nacimiento, enfermedades del corazón y cataratas (Ames 1979,

Tokiwa y Ohnishi 1986).

Tabla 1.3. Clasificación de los contaminantes del aire según sus efectos en la salud

Subcategoría Ejemplos Efectos

Respiratorios

Sístémicos

Daño específico

Irritantes

Polvos

Asfixiantes

Alergogenos

Carcinógenos

Mutágenos

» Óxidos de azufre
• Óxidos de nitrógeno
» Ozono
9 Cuarzos
o Sílice
• Asbestos
• Monóxido de

carbono

« Metales pesados
• Hidrocarburos

clorados
« Organofosfatos

o Formaldehído
o Ti ocia nato
• Cromo
• Asbestos

• Hidrocarburos
aromáticos

» Aminas aromáticas
• Metales pesados
• Insecticidas

Irritantes pulmonares y
de la mucosa del tracto
respiratorio
Afectan el tejido
pulmonar intersticial

Interfiere con la
capacidad de la sangre
para transferir oxígeno
Dañan sistemas
específicos:
o Nervioso
• Digestivo y
o Circulatorio

Afectan piel, pulmones
y tracto respiratorio
Cáncer en pulmones,
piel y otras áreas del
organismo
Mutaciones en ADN de
gónadas, pulmón, piel
y otras áreas del
organismo

La exposición de los individuos está relacionada con la manera en que pueden

ingresar al organismo, dependiendo principalmente de la naturaleza del compuesto y

del medio en el que se encuentre (agua, suelo o aire), pudiendo abarcar más de una

ruta de ingreso, que son básicamente contacto dérmico, inhalación e ingestión. En
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estos tres casos la sustancia deberá atravesar diversas membranas biológicas antes

de llegar al torrente sanguíneo, si bien siempre que se absorbe una sustancia por

estómago, intestino o ía parte superior del recto, esta deberá pasar por el hígado. De

otra manera deberá circular en el torrente sanguíneo hasta que alcance e! pulmón, u

otro órgano blanco (Fig. 1.1). También pueden ser almacenados en tejidos grasos y

hueso o excretarse por orina y bilis en caso de ser muy hidrofílicos. Si el agente en

cuestión es lipofílico, entonces sufrirá una serie de transformaciones que terminarán

en la activación, desactivación o en la reactivación de moléculas (Fig. 1.2),

generando así especies reactivas que pueden ínteraccionar con macromoléculas

como los ácidos nucleicos y tas proteínas. Si la molécula blanco es un sitio

irrelevante en cuanto a su función en la célula, no se observarán efectos tóxicos o

genotóxicos. Sin embargo, cuando sus blancos son ei ADN y/o las proteínas

funcionales, entonces se puede reconocer el efecto de estos compuestos en el

organismo.

to Jtr -SííntííTs
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Fig. 1.1. Rutas de ingreso de las sustancias químicas al organismo (Tomado

deFichtl 1999)

En el caso de las aeropartículas, estas se encuentran suspendidas en el

ambiente formando parte de los aerosoles atmosféricos, varían en tamaño y en

cantidad, en razón de la actividad urbana, industrial o agrícola debido, como se

mencionó anteriormente, a que pueden ser originadas por procesos naturales como

la erosión, diseminación de polen, brisa y rocío y en otros casos ser el resultado de
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actividades humanas, emisiones vehiculares, procesos industriales, etc. Su tamaño

varía según su origen y el material o compuestos de ios que estén conformadas,

aspectos que también alteran de manera significativa el efecto tóxico que pudieran

tener.

Exposición

Absorción

Toxicocinética
(Distribución)

Toxícodinámica
(Mecanismo de acción)

Unión a "blancos
irrelevantesp •

Cambios
bioquímicos y
fisiológicos
irrelevantes

Cambios
bioquímicos y
fisiológicos

Unión a "blancos
relevantes"

Efectos tóxicos

Sin efecto

Sin efecto

TOXICIDAD

Pruebas de exposición
Pruebas de exposición

y efecto
Evaluación de efectos

adversos

Fig. 1.2. Destino y reacciones de las sustancias en los organismos y
pruebas para determinar exposición y efectos

Partículas Gruesas
(>10um)

Partículas Finas
(<10um)

• ; • ; • • • • # » » ! ? •

Fig. 1.3. Deposítacion de las aeropartículas en el tracto respiratorio del ser
humano



11

De ¡as rutas de entrada al organismo, mencionadas anteriormente, las

partículas suspendidas ingresan en primer lugar por inhalación y en segundo término

por ingestión. Una vez que la partícula se ha introducido al organismo queda en

diferentes niveles del tracto respiratorio, según su tamaño (diámetro aerodinámico)

(Fig. 1.3), siendo las de menor tamaño (<10 um) las que llegan hasta bronquios y

bronquiolos (Chrisp y Fisher 1980), mientras que las más grandes (>10 um)

permanecen en vías superiores, fosas nasales, laringe y faringe (Breysse y Swift

1990). Debido a esto, a las primeras se les considera como fracción respirable y a

las segundas como inhalable. Aquellas partículas de menor tamaño se mantienen por

más tiempo en la atmósfera, aproximadamente 100 h, se depositan más

eficientemente en pulmón y son eliminadas con mayor dificultad (Esmen y Corn

1971). Por estas razones las células del aparato respiratorio tendrán mayor

probabilidad de estar expuestas directamente durante largos períodos a los

mutágenos que están asociados o que forman parte de esas partículas. Dichos

compuestos pueden ser gradualmente removidos y subsecuentemente transportados

a través de la membrana alveolar al torrente circulatorio y así otros tejidos sensibles

quedan expuestos.

Respecto a las aeropartículas más grandes, son eliminadas más fácilmente 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

que en ambos casos, lleva a la ingestión del material depositado en las vías

superiores. En este caso, los compuestos asociados pueden ser solubilizados en el

intestino y absorbidos, llegando también a otros órganos blanco (Chrisp y Fisher

1980).

1.3 Bioensayos

Actualmente, e! monitoreo ambiental se realiza medíante el análisis químico de

algunos contaminantes considerados como indicadores (O3, CO, NXOX, partículas

suspendidas y SO2) y su relación con factores climatológicos, con lo que se

establece la calidad del aire. Sin embargo, aún cuando estas estrategias aportan

elementos importantes para definir programas y políticas para el control y
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mejoramiento del ambiente, la realidad es que únicamente se está evaluando una

porción muy pequeña de los agentes químicos presentes y por más exactitud que se

tenga en las mediciones, éstas no reflejan la realidad de la reactividad biológica de

las mezclas complejas de los sitios evaluados. El resultado es que no se cuenta con

datos que permitan establecer relaciones con los factores que impactan en la salud,

sobre todo aquellos que participan en la incidencia de malformaciones,

enfermedades congénitas, mutaciones y cáncer (Butterworth 1994).

En este sentido, el biomonitoreo toma importancia y juega un papel relevante

en la evaluación de la calidad ambiental, ya que permite el estudio de las mezclas

complejas con relación a la toxicidad y a la genotoxicidad de los contaminantes

presentes en el ambiente.

Alrededor de 1960, Alexander Hollander estableció con claridad la necesidad

de determinar los efectos de los mutagenos ambientales en la integridad del genoma

humano. En ese momento se empleaban esquemas de prueba mediante el análisis in

vivo de los daños provocados en las células germinales, básicamente mediante el

uso de la prueba de mutaciones letales dominantes en roedores y la de letales

recesivas ligadas al sexo en Drosophila melanogaster (Brusick 1999).

En 1970, Ames y colaboradores desarrollaron un nuevo sistema de prueba

mediante el empleo de Salmonella, con el que se han evaluado gran cantidad de

compuestos químicos (Ames et al. 1973). Al cabo del tiempo, el interés por conocer

los efectos que producen los contaminantes y las mezclas de estos en el ADN, ha

permitido el crecimiento de lo que actualmente se conoce como "genética

toxicológica".

Casi al mismo tiempo en 1972, en un reporte de la Academia Nacional de

Ciencias de los Estados Unidos (National Research Councii 1972), se concluyó que

el material orgánico policíclico (MOP), asociado a las partículas respirables, era un

potente inductor de cáncer en animales de laboratorio, por lo que se generaron

nuevas inquietudes en cuanto a la posibilidad de determinar la naturaleza de los

contaminantes responsables.

La necesidad de conocer mejor los compuestos químicos responsables de la

carcinogenicidad, el contar con sistemas de prueba que permitían establecer la

mutagenicidad en poco tiempo y la relación de los efectos mutagénicos con la



13

inducción de cáncer, han abierto hasta nuestros días nuevas perspectivas de estudio

sobre la reactividad biológica de las mezclas de contaminantes ambientales.

En los siguientes apartados se presentan las características del ensayo de

incorporación en caja de Salmonella typhimurium y ía prueba de mutación y

recombínación somáticas en Drosophila melanogaster, los dos bioensayos que se

emplearon en este trabajo para evaluar la genotoxicidad producida por los

compuestos orgánicos asociados a las aeropartículas.

1.3.1 Salmonella typhimurium

Este bioensayo es uno de los más socorridos debido a que es rápido, sencillo,

relativamente barato y sobre todo muy sensible, cuyos resultados son de gran

utilidad en el estudio de la mutagenicidad de compuestos químicamente puros y en la

evaluación de muestras ambientales (Ames et al. 1973, 1975, McCann et al. 1975,

Marón y Ames 1983).

En la actualidad se cuenta con diversas cepas de Salmonefla typhimurium que

son auxótrofas para histidina {his). Las primeras que se usaron para evaluar

extractos de diesel y MOP en la década de los 70 fueron la TA1535, que responde

ante compuestos químicos que inducen sustitución de pares de bases, además de

las TA1537 y TA1538, cuya característica es la identificación de mutágenos que

provocan corrimiento del marco de lectura.

En 1983, Ames y colaboradores reportaron nuevas líneas con sensibilidades

significativamente mayores, las cuales se siguen empleando hasta nuestros días

(Marón y Ames 1983). De éstas, la TA100 cuyo origen es la 1535 a la cual se le

incorporó el plásmido pKM101, reconoce mecanismos de mutación por sustitución de

pares de bases, mientras que la TA98 proviene de la TA1538 a la que se le incorporó

el mismo plásmido, por lo que ahora es mucho más sensible a mutágenos cuya

acción se da por corrimiento del marco de lectura, entre los que se encuentran los

mono- y dinitro-HAP y los HAP. Por esto, las cepas TA98 y TA100 han sido las más

usadas en la evaluación de mutágenos, en la tabla 1.4 se resumen sus

características (Durston y Ames 1974, Kier et al. 1974, Ames et al. 1975, McCann et

al. 1975, McCann y Ames 1976, Waters et al. 1978). Sin embargo, es la TA98 la que
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ha sido más utilizada en programas de monitoreo ( Zeiger et al. 1985, De Marini et

al. 1993) y para la evaluación de mezclas complejas (De Marini 1991, Houk 1992).

Tabla 1.4. Mecanismos de acción de las cepas de Salmonella typhimurium, TA98
yTA100

Cepa Enzima Mlitación Descripción Mecanismo de acción

TA98 Histidinoi hísD3052 Mutación obtenida por Corrimiento del marco de lectura
deshidrogenasa la eliminación de una

base

TA100 Pirrofosforiiasa hisG46 ....< *.. GGG Substitución de pares de bases
Mutante: ccc

Silvestre: GRG

El bioensayo se basa en el manejo de cepas mutantes que son auxótrofas

para histidina, por lo que requieren de ésta en el medio de cultivo para crecer. El

efecto producido por algún mutageno en sitios específicos del ADN de la bacteria

puede generar retromutaciones, que harán que el fenotipo revierta a su forma

silvestre, lo que hace aparecer colonias en el medio de cultivo carente de histidina.

En el caso de la TA100 el alelo que revierte es el hisG46 y en la TA98 el hisD3052.

En la figura 1.4 se muestra el diagrama del procedimiento para la determinación de

mutagenicidad por compuestos de acción directa e indirecta.

Si bien la efectividad de este sistema está más que demostrada y tiene una

serie de ventajas intrínsecas en cuanto a la posibilidad de identificar mutagenos de

diversa índole, es claro que se trata de un procarioto y que únicamente se considera

el efecto de mutagenos que pueden provocar inserción, deleción o pérdida de pares

de bases. Al tomar en cuenta que la inducción de procesos de carcinogénesis,

envejecimiento y alteraciones metabólicas, son el resultado de alteraciones mucho

más complejas, entre las que se puede mencionar la pérdida total o parcial de

cromosomas y la recombinación somática, es evidente la necesidad de llevar a cabo

estudios en eucariotos, de ser posible in vivo que permitan verificar un espectro más

amplio de eventos genéticos (Kilbey 1978, Brusick 1988).
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Cepas de Saimonella typhimurium his"
Cultivadas en medio apropiado

Reversión
espontánea

his '—~> his+

0.05 mi de la muestra
a probar en DMSO

Sí hay colonias =

Mutágenos directos
en la muestra

0.05 mi de la muestra
a probar en DMSO

0.05 mi de extracto de
hígado de mamífero (+S9)

No crecieron
colonias =

No hay actividad
mutagénica

Sf hay colonias =

Promutágenos en
la muestra

Figura 1.4. Diagrama del procedimiento estándar de la prueba de Ames con
Saimonella typhimurium (modificado de Finláysson-Pitts y Pitts 2000)

1.3.2 Drosophila meianogaster

El uso de insectos para monitorear daño genético inducido por agentes

químicos, se remonta a más de 50 años. Específicamente, Drosophila ha sido usado

ampliamente para investigar procesos de mutagénesis e identificar carcinógenos.

Durante los últimos 12 años, se han realizado experimentos con este organismo para

el análisis de las relaciones de estructura-actividad de compuestos genotoxicos.

Tal vez una de las principales ventajas con las que se ha contado a la fecha,

es que se conoce bastante bien su genoma, por lo que es factible seleccionar
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diferentes alelos de genes reporteros y arreglos cromosómicos, lo que permite

diseñar cruzamientos específicos para evaluar una gran gama de daño genotóxico

(Tabla 1.5).

Tabla 1.5 Ensayos genéticos en Drosophila

Daño genético
Número de

Generaciones Tipo de daño al ADN

Pruebas con células germinales masculinas

Mutaciones letales recesivas 2
ligadas al sexo

Mutaciones letales recesivas 3
autosómicas

Mutaciones visibles en un locus 1-2
seleccionado

Translocaciones heredables 2

Aberración cromosómica; 1
pérdida parcial o total de ios
cromosomas X ó Y

Mutación letal dominante 1

Aneuploidia 1

Pruebas con células somáticas

Pérdida de heterocigocidad por 1
recombinación (y mutaciones)

Mutación somática, 1
inserción o pérdida de un
fragmento de ADN

Reparación del ADN 1

Sustituciones de base, corrimiento del marco de
lectura, deleciones, pequeñas aberraciones

Sustituciones de base, corrimiento del marco de
lectura, deleciones, pequeñas aberraciones

sustituciones de base, corrimiento del marco de
lectura deleciones, pequeñas aberraciones

Aberraciones cromosómicas recíprocas

Aberración cromosómica, intercambio de
cromátidas hermanas

Aberración cromosómica no viable

Aberración cromosómica, no disyunción

Recombinación de homólogos y no-homólogos,
reconversión génica, deleción, aberración
cromosómica, no-disyunción, mutación

Mutación, aberración cromosómica, recombinación

Daño al ADN por excisión y/o por reparación
posterior a la replicación

Además de esto y de ser un organismo eucarioto, reúne características

importantes como presentar un ciclo de vida corto (10 días a 25 ± 1 ° C y 60% de

humedad). Es capaz de activar o inactivar a las sustancias extrañas que le son

administradas (Baars et al. 1980, Glark 1982, Hállstróm etal. 1984, 1987). Su cultivo

y manejo son simples, requieren bajos costos para su mantenimiento y se puede

tener una gran cantidad de organismos en espacios reducidos.

Se han desarrollado métodos que se denominan pruebas de mutación y

recombinación somáticas (SMART) y que detectan actividad genotóxica de agentes

químicos que inducen diferentes tipos de mutaciones puntuales, deleciones,
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translocaciones no balanceadas, recombinación mitótica y pérdida cromosómíca y

no-disyunción (Graf et al. 1984, Vogel et al. 1985, Würgier y Vogel 1986, Graf y

Singer 1989, Graf y Van Schaik 1991, Vogel et al. 1999). En ia Tabla 1.6 se

presentan los diferentes ensayos que se pueden realizar empleando células

somáticas en Drosophila, de los cuales los que cuentan con una base de datos

amplia y lo suficientemente consistente para evaluar su certidumbre en genética

toxicológica son los que emplean los marcadores mwh y flr3 para los fenotipos de

pelos múltiples y en forma de flama en las alas y el marcador w/w* para el fenotipo

blanco/rojo en los ojos (Vogel et ai. 1999).

Tabla 1.6 Ensayos para daño al ADN en células somáticas de Drosophila

Daño genético
Tejido o
células
blanco

Sexo
Marcadores
genéticos y
localización

Principios básicos

Perdida de
heterocigocidad por
recombinación y
mutación

Tncomas
del ala

Macho
0

hembra

Múltiple wing hair,
mwh/3-0.0;
fiare, ñr/3-39.0

Mutación somática,
inserción o pérdida de
fragmentos de ADN

Reparación de ADN

Omatidias Hembra wMe,w/1-1.5

Omatidias

Somático

Macho
o

hembra

Omatidias Macho

Macho
o

hembra

Cuadruplicación de
white-ivory, w//Dp(1:1:1
1)1/1-1.5

white, w/1-1.5;
zeste, z/1-1.0

mei^ñ-6.6;
mei41D5/1~54.2

mwh +/+ flr3' pérdida de (trans)
heterocigocidad, expresión de
genes recesivos mwh, flr3

wA/f; pérdida de
heterocigocidad, expresión del
marcador recesivo w

Pérdida de 2.9-kb de
fragmentos duplicados,
reversión de w a w*

Interacción entre z y w;
Inserción o pérdida de
inserción en el locus w,
cambios de z a silvestre y
viceversa

Uso de deficientes para
recombinación rneiótica,
reparación por excisión y post-
replicación, comparación de
índices de sobrevivencia de
[Rec macho: Rec+ hembra] con
[Rec+ macho:Rec+ hembra]

Con el objeto de incrementar la sensibilidad de Drosophila melanogaster a la

actividad de los promutágenos por la vía del citocromo P450 que interviene en el

metabolismo, Frólich y Würgier (1989) construyeron dos nuevas líneas que incluyen

a los cromosomas uno y dos de la línea Oregón R(R) resistente al DDT (Dapkus y
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Merreil 1977), la cual se caracteriza por tener niveles elevados de citocromo P450

(HállstrómyBlanck1985).

Si bien la genética toxicológica se había avocado al estudio de mutaciones y

aberraciones cromosómicas, debido a que estas son importantes para evaluar la

integridad de! genoma, actualmente se ha despertado interés por la recombinación

somática, la conversión y la amplificación génica y la no-disyunción, debido a la

relación que tienen con la pérdida de la heterocigocidad. Puesto que esta lleva a la

pérdida de alelos dominantes que operan como genes supresores de oncogenes,

resultando en la expresión del gen recesivo, lo que puede facilitar los procesos

carcinogénicos en cualquiera de sus etapas, situación que se ha observado en

retinoblastoma, tumor de Wilm, riñon, colon, cerebro, mama, pulmón (Fearon y

Vogelstein 1990, Marshall 1991, Hoffmann 1994, Guzmán-Rincón y Graf 1995).

Lo anterior permite establecer de manera clara la necesidad de incluir en

estudios sobre los efectos de los contaminantes ambientales, bioensayos que

además de la mutagenicidad, permitan evaluar también la inducción de

recombinación somática, aspecto que én este caso, al emplear a Drosophila, es

enriquecido por el hecho de que la exposición se realiza in vivo.

Aunado a esto, en estudios recientes se ha demostrado que la prueba en las

alas de Drosophila, permite el análisis adecuado de los efectos de extractos de

aeropartículas y de HAP's y sus nitroderivados, como elementos importantes al

evaluar su presencia en el ambiente (Graf y Singer 1989, Delgado et al. 1995,

Delgado et al. 1999).

1.4 Biotransformación

Factores ambientales como la dieta y la exposición a compuestos químicos

presentes en las emisiones vehiculares, en los desechos industriales y en el humo

de los cigarros, contribuyen a más del 65% del cáncer en humanos (Dolí y Peto

1981, Ames et ai. 1987). Sin embargo, para que muchos de estos contaminantes y en

general cualquier otro agente xenobiótico pueda ser nocivo, se requiere que sean

transformados o metabolizados. Con base en esto, los compuestos genotóxicos

pueden ser divididos en aquellos de acción directa, cuyo efecto es debido a la

interacción del compuesto per se con el ADN y no necesitan de activación metabólica
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y por otro lado, existe gran cantidad de compuestos que requieren ser metabolizados

antes de generar alguna mutación o alteración al material hereditario o bien de

convertirse en agentes tóxicos para la célula por lo que se les denomina indirectos.

Ejemplos de algunas clases de mutágenos indirectos o promutágenos son las

siguientes:

9 Hidrocarburos aromáticos policíclicos y

heterocíclicos(7í12-dimetilbenzo(a)antraceno,

benzo(a)pireno)

« Aminas aromáticas (2-acetilaminofluoreno)

• Nitrosaminas (dietilnitrosamina)

e Algunos hidrocarburos clorados (cloruro de vinilo)

• Productos naturales (heliotrina, aflatoxina Bi)

Los agentes genotoxicos de tipo indirecto, comprenden un gran universo de

sustancias estructuralmente diversas, por lo que la susceptibilidad a un grupo de

promutágenos no implica necesariamente, que exista para otro grupo de

compuestos. Además, se debe considerar que una sola estructura química en la que

varía un sólo radical (ejemplo el metilo), modifica considerablemente sus efectos a

nivel biológico, debido a las diferentes rutas metabólicas en las que puede participar.

La mayoría de los promutágenos son de naturaleza lipofílica a pH fisioiógico, por lo

que para ser excretados deben ser transformados metabólicamente en moléculas

hidrofílicas. Esta biotransformación es un proceso qué lleva varias etapas o pasos y

resulta en la formación de agentes genotoxicos capaces de formar aductos con el

ADN.

El metabolismo de los compuestos químicos en el organismo, puede ser

dividido en dos fases o tipos de reacción (Fase I y Fase II). La primera involucra la

oxidación, la hidrólisis o la reducción de los agentes xenobióticos y es catalizada

predominantemente por citocromos P450 (CYP) y por flavin-monoxigenasas (FMO).

Las reacciones de la fase II llevan a cabo la conjugación del compuesto o de los

metabolitos generados a partir de este en la primera fase. Esta conjugación se da

con radicales acetilo, giucouronilo, metilos, aminoácidos y grupos sulfato, dando
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como resultado la formación de glucourónidos y sulfatos por la acción de las

enzimas: glutatión S-transferasa, uridín difosfato glucouroniltransferasa,

sulfotransferasa, N-aciltransferasa y N,O-acetiltransferasa.

Estas reacciones son en realidad estrategias de desintoxicación, sin embargo,

estos mismos procesos llegan a constituir especies químicas muy electrofílicas, en

una o en las dos fases dependiendo de la naturaleza química y por lo tanto del

metabolismo al que están sujetos los compuestos xenobióticos. Una vez generada la

especie reaccionante, esta se puede unir a macromoíéculas como ADN y proteínas.

Gran cantidad de datos indican que las diferencias en los procesos metabólicos que

sufre una molécula en las fases I y II, es crucial para determinar las especies

químicas y la sensibilidad tisular e individual (Thorgeirsson et al. 1983, Devereux et

al. 1986, Nebert y Weber 1990, Czerwinski et al. 1991).

1.4.1 Aspectos generales del citocromo P450

Los citocromos P450 (CYP450) son hemoproteínas ligadas a membranas

(Omura y Sato 1964) que se encuentran presentes en organismos de todos tos

reinos. De acuerdo con su relación evolutiva, estos comprenden una superfamilia

que consiste al menos de 36 familias de genes. Hasta finales de 1992, se habían

caracterizado 221 genes CYP450 (Nelson et al. 1993). Citocromos P450 con una

secuencia peptídíca <40 % pertenecen a diferentes familias. Mientras que todos los

miembros de una familia que comparten >59 % de coincidencia en su estructura

primaria hacen una subfamilia. Basándose en estas definiciones arbitrarias, en 1989

se introdujo un sistema general de nomenclatura para los genes CYP450 (Nebert et

al. 1989). Los genes individuales se denominan con el prefijo CYP (Cytochrome P-

450) seguido por un numeral arábigo que designa la familia de genes, una letra

mayúscula que denota la subfamilia y otro numeral arábigo que representa el número

de gen.

Se puede asumir que todos los genes CYP450 son descendientes de un gen

ancestral que inicialmente se duplicó y posteriormente se dieron otros eventos, como

la conversión génica entre genes que divergían gradualmente, acompañado de

eventos adicionales como mutaciones, duplicaciones y deleciones (González y

Nebert 1990). Estos procesos evolutivos no sólo están documentados por secuencias
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alineadas de péptidos, sino que pueden seguirse también a nivei genómico, en el

cual se han observado coincidencias entre intrones y exones en genes CYP450

relacionados en una familia. Ejemplo de esto es la coincidencia observada entre

CYP6A2 de Drosophila melanogaster y un conjunto de genes 6A estrechamente

relacionados de la Musca domestica.

Aunque los genes CYP450 están representados en los organismos superiores

constituyendo subfamilias únicas que abarcan gran cantidad de ellos, pueden tener

muy distintas especificidades por su sustrato, aún cuando mantienen un alto

porcentaje de similitud en su secuencia. La pequeña substitución, aparentemente

conservadora, de un sólo aminoácido, puede resultar en un cambio drástico en la

especificidad por su sustrato (Lindberg y Negishi 1989). Los sustratos de P450

pueden ser compuestos endógenos como esteroides, ácidos grasos, aminas

biogénicas, prostaglandinas, ieucotrienos y vitaminas, al mismo tiempo que agentes

xenobióticos como metabolitos provenientes de la dieta, drogas o contaminantes

ambientales. Las modificaciones de estos sustratos son catalizadas por enzimas por

una de las siguientes reacciones: hidroxilación alifática, hidroxilación aromática,

epoxidación de alquenos, O-desalquiiaciones, N-hidroxilaciones, N-desalquiiaciones

o deshalogenación oxidante. La estequiometría de estas reacciones puede ser

generalizada como una fórmula redox:

RH+ Oa + 2e + 2H* • ROH + H3O

En esta representación simplificada de la reacción no se aprecia que en

realidad son tres enzimas diferentes las que están involucradas y que conforman el

sistema microsómico de monoxigenasas. La reacción completa se da en un ciclo

catalítico que consiste de una secuencia de reacciones parciales y se liga con otros

ciclos. Estos pasos se pueden resumir de la siguiente forma: el sustrato RH se

asocia con el CYP450, que recibe el primer electrón de la flavoproteína NADPH-

citocromo P450 oxidorreductasa (OR) y el segundo electrón tanto por otra OR, como

por el citocromo b5. En el proceso de esta reacción, el oxígeno molecular forma un

radical intermedio para la oxidación final del sustrato con la liberación de una

molécula de agua.
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Se sabe que ciertos sustratos después de esta transformación se comportan

como metabolitos reactivos que atacan, debido a que son electrofílicos,

macromoléculas nucleofílicas como el ADN y en menos proporción también ARN,

proteínas y lípidos. Otros sustratos deben sufrir conjugaciones por enzimas de la

fase 11 y en algunos casos éstos están sujetos a modificaciones subsecuentes por

enzimas de la fase I antes de ser totalmente metaboiizados.

1.4.2 Actividad del citocromo P450 en insectos

La importancia que tiene el metabolismo en la determinación de los efectos

provocados por los contaminantes presentes en el ambiente y e! haber empleado a

Drosophila melanogaster como bioensayo por contar con actividad metabólica in vivo,

dependiente dei P450, para la determinación de la existencia de compuestos

orgánicos de acción indirecta, obliga a la revisión de algunos aspectos o tópicos

relacionados con la actividad de estos citocromos en el grupo de los insectos.

Debe considerarse que estos organismos son más antiguos que los mamíferos

en términos de evolución, representan más de la mitad de todas las especies de

eucariotos vivos descritas en el planeta y por lo tanto deben haber desarrollado

estrategias de sobrevivencia en nichos ecológicos restringidos. Esto se debe tomar

en cuenta cuando se analiza ía literatura ya que aún cuando los reportes sobre el

tema son numerosos, son más bien estudios aislados de diferentes organismos

(Feyereisen 1993). Estas observaciones pueden por lo tanto no ser extrapoladas de

una especie a otra y tienen más bien características fragmentarias al no haberse

estudiado en una sola especie de insecto. Se presentan a continuación seis aspectos

de análisis sobre los P450 en los insectos.

(i) Cuatro especies de Drosophifa fueron descritas como endémicas del desierto de

Sonora y utilizan tejido necrótico de cactus o suelo húmedo por exudado de las

raíces como sustrato para la reproducción. Cada una aprovecha diferente especie de

cactus como hospedero primario con distinto contenido de aleloquímicos (alcaloides

de isoquinolina, triterpen glicósidos o esteróles poco usuales). La sobrevivencia de

las cuatro especies de Drosophila depende de ia desintoxicación, mediada por el

CYP450, de las sustancias de defensa de cada uno de los cactus (alcaloides y

esteróles) (Frank y Fogieman 1992). Los autores pudieron demostrar que un
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inhibidor específico del CYP 450 (piperonil butóxido), evitó la reproducción de las

especies de Drosophila en sus sustratos específicos en cultivo e inhibió eí

catabolismo de los aleloquímicos ín vitro.

(ii) Una situación similar de planta hospedera, fue encontrada para orugas de Papilo

polyxenes. Furanocoumarinas como la xantotoxina (8-metoxisoralena) indujeron

actividad CYP6B1 responsable de su propio catabolismo en esta oruga. Esto le

permite alimentarse exclusivamente con plantas de las familias Apiceae y Rutaceae,

familias de plantas que son muy tóxicas para la generalidad de los insectos

herbívoros.

(iil) La síntesis y el catabolismo de la hormona para la muda de los insectos, 20-

hidroxiecdisona, es catalizada por una variedad de diferentes CYP450 (Lehmann y

Koolman 1986, Ashburner 1989, Feyereisen 1993). Además han sido descritas

cuatro actividades enzimátícas que hidroxilan el colesterol en secuencia de C25, C22

y C20. Dependiendo del organismo estudiado, las actividades enzimáticas son

microsómicas y/o mitocóndricas y han sido detectadas en diferentes tejidos como las

glándulas protoráxicas, ias células foliculares de los ovarios, los túbulos de Malpighio

(órganos comparables al riñon), ios cuerpos grasos, el intestino y los discos

imagaíes.

(iv) Los insectos se localizan entre ellos para el acoplamiento, aún a grandes

distancias, gracias a sus órganos quimiosensores, que perciben la más pequeña

concentración de feromonas. Éstas son en general substancias lipofílicas. En la

Musca domestica, son una mezcla de alquenos C23, compuestos oxigenados y

largas cadenas de metil alcanos y en algunos escarabajos, están restringidos a sólo

tres monoterpenos. Se observó que la conversión de dichos precursores en los

potentes atrayentes sexuales por una simple modificación, es catalizada por el

complejo microsómico P450 en la mosca doméstica (Ahmad et a!. 1987) y hay

muestras de actividad similar en otras especies (Brattsten 1979, White et ai 1979,

HuntySm¡rle1988).

(v) Cuando fueron estudiadas las actividades metabólicas de líneas de Drosophila

melanogaster resistentes a insecticidas, con respecto a xenobióticos, se hizo

evidente un espectro muy diverso de enzimas del CYP450. Se llevó a cabo ta

desintoxicación de insecticidas como DDT, paratión, malatión o hexaclorobenceno.
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Se detectaron también otras reacciones como p-n¡troanisol O-desmetilación, bifenil

3-hidroxilación, 7-etoxic cumarina O-desetilación y metabolización de cloruro de

vinüo y dimetilnitrosamina (Hállstrom y Blanck 1985, Houpt et al. 1988). Finalmente

se encontró que varios de los CYP450 se podían inducir con fenobarbital y otros se

sobre expresaron constitutivamente cuando se afectaron algunos genes control de

los cromosomas 2 y 3 (Hállstróm y Blanck 1985, Houpt et al. 1988, Waters y Nix

1988).

(vi) Desde que se reconoció que las líneas de Drosophila melanogaster resistentes a

insecticidas presentaban una elevada expresión de diferentes CYP450 (Hállstrom

1986, Zijlstra eí al. 1987), una de estas cepas, OR( R), fue evaluada en la prueba de

mutación y recombinación somáticas para mejorar el metabolismo de los

compuestos genotóxicos. Se demostró que incrementó significativamente la

sensibilidad de SMART debido a su bioactivación elevada (Frólich y Würgler 1989,

Graf y van Schaik 1991) y al mismo tiempo se amplió la determinación de

compuestos genotóxicos como los hidrocarburos aromáticos policíclicos y aminas

aromáticas (Frólich y Würgler 1990) que habían sido detectados pobremente con

Drosophila.
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1.5 Problema

1.5.1 Calidad del aire en la Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM)

Como parte del programa integral contra la contaminación atmosférica

(PICCA) se estableció, mediante la realización de un inventario de las emisiones

generadas por fuentes fijas y móviles, que el 4.4 % de las emisiones totales

(4,356,391 toneladas/año) provenían de la industria y ios establecimientos

comerciales, el 77 % era generado por las diversas formas de transporte y e¡ resto

por la degradación ecológica. En un nuevo inventario se estimó que en 1994 las

emisiones atmosféricas fueron de 4,009,629 toneladas/año, correspondiendo a la

industria y a los servicios el 12.9 % del volumen total, en tanto que el transporte

generó el 75.5 % y el porcentaje restante los suelos y la vegetación.

El Sistema de Monitoreo Atmosférico en la ZMCM (Fig. 1.5) está integrado en

la actualidad por dos redes: Una manual, con 19 estaciones para el muestreo y

determinación de PST, así como cinco para monitorear PM10 y formaidehído y otra

automática, conformada por 32 estaciones de monitoreo, 19 estaciones

micrometeorológicas, una torre meteorológica, un radar acústico y una ecosonda.

Gran parte de la contaminación en la ZMCM se debe al consumo de

combustibles (diesel, gas, gasolina y gasóleo) en el transporte, la industria, los

servicios y la generación de electricidad. Su consumo promedio de 1992 a 1995 fue

de 43.4 millones de litros diarios.

1.5.2 Definición del sitio de estudio

Se seleccionó la estación del Pedregal de San Ángel al suroeste de la Ciudad

de México y se trabajó con los filtros aportados por la red manual de monitoreo

atmosférico de la ZMCM, durante 1993.

El mayor aporte de contaminantes se da en este sitio por la presencia de

fuerte carga vehicular, con horarios picos muy marcados por la mañana y por la

tarde.
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Figura 1.5. Distribución del sistema de monitoreo atmosférico de la ZMCM

1.5.3 Definición de los objetivos

Se analizó el efecto genotoxico producido por extractos orgánicos obtenidos

por fraccionamiento secuencial, de muéstreos realizados en 1993 y se buscó la

relación existente entre e! efecto biológico mediante el análisis de la potencia

mutagénica y del comportamiento de los principales contaminantes examinados por

la red automática de monitoreo ambiental (RAMA) en la ZMCM.
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2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Monítoreo de las aeropartículas

2.1.1 Muestreadores y Filtros

Para capturar las partículas suspendidas en el aire, se utilizaron filtros de fibra

de vidrio A/E de 20.3 cm x 25.4 cm (Gelman Sciences), que se expusieron al ambiente

durante 24 horas cada seis días, de enero a diciembre de 1993 en muestreadores

Andersen de altos voiúmenes para PM10 (HVPM10) que incluyen partículas de 10

um o menos de diámetro aerodinámico y de PST (HVPST) que colectan partículas

suspendidas totales (Fig. 2.1), calibrados con un flujo aproximado de 1.13 m^/min (±

10%).

A

' ^ Tapa

i ' Aspirador de
gran volumen

Fig. 2.1. Muestreadores de grandes volúmenes de aire. A) Foto de un
colector PM10. B) Esquema de un equipo PST, en el que se
muestran las partes funcionales del mismo



28

2.1.2 Cuantificación de la masa de partículas

Para la medición, los filtros se acondicionaron y se pesaron antes y después

de su exposición al ambiente según la norma oficial mexicana NOM-Q35-ECOL-1993,

en la cual se establece que la temperatura ambiental controlada tiene que ser entre

15 y 30 ± 3 °C de variación durante el período de equilibrio, que debe ser al menos

de 24 h, con humedad relativa en un nivel menor del 50 ± 5 %. Las condiciones

específicas que se manejaron en este trabajo fueron: 20 °C y 45 % de humedad

relativa. La diferencia entre los pesos finai e inicial del filtro, dividido entre el volumen

de aire muestreado, dio la concentración de partículas en ug/m3.

2.2 Extractos orgánicos

2.2.2 Fraccionamiento secuencial y análisis químico

La extracción de-la fracción orgánica de las aeropartículas se llevó a cabo con

equipos Soxhlet, empleando el siguiente procedimiento secuencial (Daisey et al. 1979):

180 mi con ciclohexano (CH), 180 mi con diclorometano (DCM) y 180 mi con acetona

(AGE) (Baker, grado HPLC), durante 8 horas cada uno y con tres a cuatro ciclos por

hora, este procedimiento se hizo en un laboratorio equipado con luz amarilla para evitar

la foto descomposición de los analitos (Grimmer 1983, Lee y Schuetzle 1983).

Posteriormente los extractos se concentraron en un aparato Kuderna-Danish hasta

obtener aproximadamente de 1 a 2 mi y se resuspendieron en 1.5 mi con su respectivo

disolvente.

Este procedimiento permitió obtener tres fracciones conformadas por distintos

componentes químicos, con ciclohexano compuestos no-polares, con diclorometano

los medianamente polares y con acetona ios polares.

Una vez extraído el material orgánico de los filtros, se tomaron alícuotas de

cada extracto conteniendo volúmenes equivalentes de aire muestreado, para

componer muestras mayores que permitieron realizar los ensayos de mutagenicidad,

así como los estudios analíticos y la obtención de la masa de material orgánico

extraído (MOE) en cada mezcla.



29

Para componer estas muestras se siguieron dos criterios; el primero

considerando dos periodos a lo largo del año, correspondiendo las temporadas de

secas y de lluvias, de tal forma que quedaron agrupados en dos muestras finales,

cada una con tres fracciones distintas. El segundo se empleó para corroborar el

anterior y se basó en la cantidad de material particulado reportado por la RAMA para

PM10, según la cual, el análisis del comportamiento de la contaminación por

aeropartículas durante el año a estudiar permitió corroborar los dos periodos para

preparar las muestras a evaluar, según la presencia o ausencia de lluvia (Atherholt et

al. 1984).

A continuación, de los extractos mensuales se tomaron las alícuotas

correspondientes para hacer un acumulado de enero a mayo, noviembre y diciembre

(temporada de secas) y de junio a octubre (temporada de lluvias), de manera que las

mezclas tanto de PM10 como de PST fueron aforadas a un 1 mi. La cantidad equivalente

en aire muestreado fue de 400 m3 para la primera temporada y de 480 m3 para la

segunda, datos que se tomaron en cuenta para e! cálculo de las concentraciones

empleadas en cada bioensayo.

El análisis de los HAP se hizo en un cromatógrafo de gases acoplado a un

espectrómetro de masas Finnigan-GCQ con trampa iónica, utilizando una columna

capilar al 5 %-feni!-95 %-poiidimetiisiloxano, de 30 m de longitud x 0.25 mm de

diámetro interno y 0.25 um de grosor de película (SUPELCO). La rampa de

temperatura comenzó con una isoterma de 10 min a 60 °CJ posteriormente un incremento

de 5 °C/min hasta 310 °C durante 9 min. La inyección fue sin división (splitless) durante 1

min, manteniendo la temperatura del inyector, de la línea de transferencia y de la fuente

iónica en 250, 310 y 150 °C respectivamente. Y el gas de acarreo fue helio de alta

pureza (INFRA) a una velocidad de 40 cm/s y un flujo en ía columna de 1.18 ml/min.

La identificación de los HAP presentes en los extractos de ios tres disolventes de las

muestras de PM10 y PST tanto de secas como de lluvias, se hizo mediante el monitoreo

del ion selectivo y por comparación de los tiempos de retención absolutos a una mezcla

de 17 HAP y relativos a tres estándares internos (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,-

octahidroantraceno, tetrafeniletileno y n-octacosano) obtenidos directamente de los

cromatogramas. La cuantificación se llevó a cabo por comparación directa del área bajo
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la curva del ion seleccionado con el promedio de ias del estándar correspondiente, este

valor se obtuvo de las inyecciones hechas por triplicado para cada HAP.

2.2.3 Cálculo de la materia orgánica extraída y manejo de las muestras

Debido a la importancia que tiene el material orgánico particulado por su

relación con la inducción de cáncer y de mutaciones, se evaluó la MOE de cada

temporada colocando 150 ul de la muestra compuesta sobre un portaobjetos excavado y

pesado, se evaporó el disolvente y se volvió a pesar. La diferencia de los dos pesos,

dividida entre el volumen de aire colectado representó la concentración en ug/m3 de

MOE. Para cuantificar la pérdida por evaporación, fueron empleados tres extractos

orgánicos de polvo urbano certificado por el Instituto Nacional de Estándares y

Tecnología con clave SRM 1649a. Del aforo a 1 mi, se tomaron tres alícuotas de 150 ul,

se llevaron a sequedad y se les determinó la MOE. Posteriormente, se reconstituyeron

con diclorometano al mismo volumen, se homogeneizaron en vórtex, se evaporó el

disolvente y se volvieron a pesar. El porcentaje promedio de pérdida de la MOE que

representó la evaporación del diclorometano fue del 4.05 %.

Esto permite comparar ios efectos obtenidos en los ensayos de genotoxicidad,

con la cantidad de MOE de cada una de las dos épocas del año (secas y lluvias).

Para los bioensayos se tomaron dos alícuotas; una para el ensayo con

DrosophHa, y la segunda para la prueba de Ames, estas se evaporaron y se

resuspendieron respectivamente en etanol + tween 80 al 3 % y en dimetilsulfóxido.

2.3 Ensayo de mutagenicidad empleando Salmoneüa typhimurium

Este bioensayo se basa en el empleo de cepas mutantes auxótrofas para

histidina, por lo que requieren de la presencia de ésta en el medio de cultivo para

crecer. El efecto producido por algún mutágeno en sitios específicos del ADN de la

bacteria puede generar retromutaciones, que harán que el fenotipo revierta a su

forma silvestre, protótrofa, por lo que éstas pueden formar colonias erf el medio de

cultivo carente de histidina.

Para los tratamientos, el disolvente se evaporó hasta sequedad y la muestra

se resuspendió en dimetilsulfóxido (DMSO). Cada extracto fue analizado en tres

diluciones equivalentes a m3 muestreados por caja (5, 10 y 15).
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El procedimiento fue el estándar de incorporación en caja (Marón y Ames

1983). La cepa que se empleó fue la TA98, que puede detectar mutaciones por

corrimiento del marco de lectura. La cual ha demostrado ser la más adecuada para

ensayos en los que se incluye la fracción microsómica S9 de hígado de mamífero y

ha resultado ser más sensible a los compuestos presentes en muestras de

aeropartículas que la cepa TA100 (Van Houdt ef al. 1987, Villalobos-Pietrini et ai.

1995). La fracción microsómica S9 que se empleó fue de la empresa Mol-Tox. A 0.1

mi de la solución a probar se le agregó 0.1 mi de suspensión de bacterias cultivadas

durante toda la noche anterior. Para determinar la mutagenicidad inducida por

compuestos de acción indirecta o promutagenos se adicionaron 0.5 mi de la fracción

S9. Todo esto se flevó a tubos conteniendo agar blando a 45 °C y se sembró en

cajas de Petri que se incubaron durante 48 h a 37 °C, Una vez transcurrido este

tiempo se contaron las colonias bacterianas que revertieron por caja.

La cantidad de revertantes por caja fue comparada por análisis de varianza y

posteriormente se hizo la regresión iineal para obtener la potencia mutagénica

(Marón y Ames 1983, McCann ef ai 1988, Piegorsch y Hoel 1988, Krewski ef al.

1992).

2.4

2.4.1 Medio de cultivo para Drosophüa mefanogaster

En la elaboración del medio de cultivo para el mantenimiento de las cepas se

utilizaron gomas naturales (carrageninas). Los ingredientes se añadieron en las

siguientes cantidades: agua 1250 mi, Gelamix 7.6 g, Liangel 2.4 g, azúcar 70 g,

harina de maíz 112 g, levadura de cerveza seca 55 g, nipagín simple (fungicida) 0.4

g, ácido propiónico (bactericida) 4 mi.

Se mezclaron en seco las gomas y el azúcar y se disolvieron en 870 mi de

agua. Aparte y en otros 380 mi se incorporaron la harina y la levadura. Se calentaron

las gomas hasta ebullición, añadiendo después aproximadamente 0.4 g de nipagín

simple y agregando posteriormente los 380 mi restantes. Se cocinó todo algunos

minutos, se retiró del fuego y se le adicionó el ácido propiónico. Se sirvió en frascos

secos y limpios.
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2.4.2 Líneas de Drosophila

Se emplearon tres líneas progenitores para la realización de la prueba:

1. mwh/mwh

2. fi?An(3LR)TM3, y* rí ff sep l(3)89Aa bx34e e, B<f

3. 0RR1/0RR1; ORR2/ORR2; fír3/ ln(3LR)TM3, / ti ff sep I(3)89Aa bx34e e, B<f

mwh: "pelos múltiples", se encuentra en el cromosoma 3 a 0.3 unidades de mapa y

se distingue fenotípicamente porque en las alas del adulto en lugar de un tricoma por

célula, correspondiente al fenotipo silvestre, se presentan de dos a cinco, como se

muestra en la figura 2.2 (Lindsley y Zimm 1992).

: flr3: "flama", está a 39 unidades de mapa sobre el cromosoma 3,

aparece fenotípicamente como tricomas de forma irregular en el tórax, el abdomen y

las alas, figura 2.2 (García-Bellido y Dapena 1974, Lindsiey y Zimm 1992). Como en

condición homocigótica es letal, se requiere para ei mantenimiento de la línea que lo

porta la presencia de un cromosoma balanceador, el TMS.Bcñ, que tiene una

inversión pericéntrica que abarca gran parte del cromosoma 3 y que además posee

el marcador dominante "Serratia" (B(f), lo que permite reconocer fácilmente a los

individuos que llevan la inversión, ya que éstos muestran las alas con bordes

discontinuos. Como "Serratia" es en condición homocigótica una mutación letal, en

cada generación sólo se recobran individuos heterocigóticos tanto para flf como

para Bd3.

0RR1 y ORR2: son el primero y el segundo cromosomas de la línea Oregón

R(R), misma que es resistente ai insecticida DDT y que muestra elevada actividad

metabólica en lo que a reacciones dependientes del complejo microsomico P-450 se

refiere (Frólich y Würgler 1989). Este incremento en su capacidad metabólica se

debe principalmente ai gen Rl, ubicado en el cromosoma 2 a 64.5 unidades de mapa;

por lo tanto, lo que se hizo fue la sustitución de los cromosomas 1 y 2 de las líneas

originales mwh/mwh y f¡i3/TM3,B<f \ por los de la línea Oregón R(R).
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Figura 2.2. Cutícula del ala de Drosophita meíanogaster,
mostrando tricomas con fenotipo silvestre
(A), mwh (B) y flf (C) con un aumento de
400x

2.4.3 Cruzas

Se realizaron dos cruzas de la siguiente manera:

Hembras de la línea fl^/TMS.Bcf con machos de fa línea mwh/mwh, a la que se

hace referencia con la sigla E por ser la cruza estándar.

Hembras de la línea ORRjif/TMSfitf con machos de la línea mwh/mwh, misma

que se designará con las siglas BE por poseer el marcador Rl de bioactivación

elevada.
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2.4.4 Prueba de mutación y recombinación somáticas (SMART)

Entre las ventajas que ofrece la prueba están la de requerir únicamente de

una generación de moscas para Ea obtención de resultados. En la figura 2.3 se

presenta el ciclo de vida de Drosophila melanogaster, que se completa en 10 días a

25° C y que consiste en: huevo (1 día), larva en el primer estadio (1 día), larva en el

segundo estadio (1 día), larva en el tercer estadio (2 días), prepupa (4 h) y pupa (4.5

días); en un espacio reducido se tienen muchos individuos, el medio de cultivo se

elabora fácilmente y su costo no es excesivo.

Aíiürto p
Irnqgo
240 h

Macho Hembra

Huevo Ó h
Pupa Í20h

Larva
- • • • - - A . . . . - • -

r}er. Estadio f24h)
Embrión 12h

Estadio |4¡3h)

3er. Estadio [72hJ

Figura 2.3. Ciclo de vida de Drosophiia
melanogaster

El bioensayo se basa en el uso de organismos heterocigóticos para

mutaciones recesivas en células somáticas de los discos imagales, de tal forma que

la pérdida del alelo dominante en algún momento del desarrollo permite la expresión

del recesivo, que se muestra fenotípicamente como una mancha sobre la cutícula del

adulto (Graf et ai 1984). En la figura 2.4 aparecen los diferentes discos imagales

presentes en el estadio larvario y que darán origen a algunas estructuras en el adulto

(antenas, ojos, patas, alas).
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Fig. 2.4. Localización e identificación de los
discos imagales en la larva madura
(modificado de Bodenstein 1950)

Con SMART es posible reconocer si la acción de los agentes químicos sucede

en el momento del tratamiento o bien si el efecto acontece después de! mismo, ya

que el tamaño de las manchas observadas depende del tiempo en el que se induce

el clon, de tal modo que si ocurre tempranamente presentará mayor tamaño que si se

produce hacia el final de éste. Aunque en este sentido las observaciones se deben

tomar con precaución ya que algunos eventos como la no-disyunción, pueden causar

cierto retardo o bien inhibir el crecimiento del clon y por lo tanto se estarán

recuperando clones pequeños aún cuando se hayan inducido a temprana edad. Esto

se dificulta debido a la posibilidad del tejido por recuperar la cantidad de células que

deben completar el área afectada por incremento en el número de divisiones de las

células aledañas a la dañada. Las manchas en las células de las alas pueden

deberse a mutación, recombinación, deleción o no-disyunción (Fig. 2:5) (Graf eí ai.

1983).
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Fig. 2.5. Eventos genotóxicos que pueden dar como resultado la expresión de manchas
simples y gemelas en las alas de Drosophiia melanogaster {tomado de Graf eí al.
1984)

Se colectaron huevos durante 8 h en frascos con una base sólida de gomas

(5% p/v) cubierta con una capa de aproximadamente 5 mm de una pasta espesa de

levadura activa, enriquecida con azúcar. Antes de colocar a los adultos para la

oviposición se dejó secar la superficie de la pasta tapando la boca del frasco con

gasa. Para obtener las larvas, el frasco se lavó con agua corriente y se filtró con una

coladera de gasa fina de nylon para capturar a los organismos (Magnusson y Ramel

1990) y se pusieron en tubos homeopáticos conteniendo 1.5 g de medio instantáneo

y 5 mi de la solución a'probar.
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Cuando los adultos emergieron, se fijaron en alcohol al 70%, para

posteriormente montar las alas en preparaciones permanentes como lo indican Graf

ef al. (1984). Se analizó la región distal de cada ala con un microscopio óptico en

aumento de 400x y se registró cada mancha de la siguiente manera:

a. Sección del ala: A, B, C\C ,D\D y E (García-Bellido y Merriam 1971).

b. Cantidad de células: manchas pequeñas (1 a 2) y grandes (3 ó más).

c. Fenotipo: sencilla {mwh ó flr) o gemela (mwh y flren zonas adyacentes).

El análisis estadístico se hizo según Frei y Würgler (1988), mediante la prueba

de X2 de proporciones con la corrección de Yates y con el programa de cómputo

SMART versión P.C. de Würgler y Frei (comunicación personal). Para considerar si

el resultado es: positivo, positivo débil, negativo o indeciso, se empleó el

procedimiento múltiple de Shelby y Olson (1981) y Frei y Würgler (1988), en donde

se compararon las frecuencias inducidas de los grupos tratados con las de los

testigos, tanto bajo la hipótesis nula que considera que las frecuencias observadas

en los grupos testigo no difieren de las de los tratados, como ante la hipótesis

alternativa en que la frecuencia inducida en los tratados es "m" veces más alta que la

hallada en el testigo. Debido a la aparición espontánea de manchas pequeñas con

un solo fenotipo, se trataron estadísticamente por separado las diversas clases de

manchas obtenidas (pequeñas sencillas, grandes sencillas y gemelas) y fue con

base en esta diferencia, que a la aparición de cada tipo se le asignó un número "m"

determinado, siendo de 2 para las manchas pequeñas sencillas, por ser fas más

comunes, y de 5 para las manchas grandes sencillas y las gemelas, que se dan con

menos frecuencia (Frei y Würgler 1988). Para comparar los resultados entre los

distintos tratamientos de Drosophila melanogaster, se calculó la frecuencia de

producción de clones mwh por 10^ células, ajustando este valor con el del testigo,

para lo cual, la cantidad de clones mwh se dividió por la de alas y por las células que

conforman el área que se analizó y que corresponde aproximadamente a 24,400

(García-Bellido y Merriam 1971). Para corregirlo con el testigo, se restó la frecuencia

de este último a la del grupo tratado, lo que permitió la comparación entre

tratamientos con distintas frecuencias en el testigo (e. g. cruza E contra BE).



38

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.1 Anáiisis del comportamiento de las aeropartículas en 1993

En ia figura 3.1 se presenta el comportamiento mensual durante 1993

obtenido del análisis de ía masa de las partículas PM10 y PST, colectadas en la

estación del Pedregal de San Ángel de la Red Manual de Monítoreo Atmosférico. Las

medias aritméticas anuales y las desviaciones estándar fueron 110+.10 ug/m3 y

59+6*ug/m3 para PST y PM10, respectivamente. En ambos casos se rebasaron ios

límites máximos anuales aritméticos señalados por las Normas Oficiales Mexicanas

NOM-024-SSA1-1993 y NOM-025-SSA1-1993, que establecen 75 ug/m3 y 50 ug/m3

para PM10 y PST, respectivamente, publicadas en el Diario Oficial de la Federación

del 23 de diciembre de 1994. Sin embargo, ni las PST ni las PM1.0 rebasaron los

límites permitidos para 24 h, mismos que corresponden a 260 ug/m3 Para PST y 150

ug/m3 para PM10.
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Como se esperaba, a lo largo del año la mayor concentración de

aeropartículas fue de PST en comparación con PM10. Al mismo tiempo y con base

en la masa de partículas suspendidas se pudieron determinar dos periodos o épocas,

correspondiendo estos a las temporadas de secas y de lluvias. El primero abarcó los

meses de enero a mayo e incluyó los dos últimos, noviembre y diciembre, mientras

que el de lluvias comprendió los meses de junio a octubre. Los resultados de la

media aritmética y el error estándar del promedio para las PST fueron de 135+6

jjg/m3 en secas y de 74+4 ug/m3 en lluvias, mientras que para PM10 fue de 73+3

ug/m3 en secas y de 40+2 ug/m3 en lluvias. Con la prueba "F" de Fisher se

determinaron las varianzas de la concentración por temporada de PST y de PM10

que fueron similares (p<0.05) y mediante "t" de student se demostró que existe

diferencia significativa de los promedios de ambas temporadas entre los dos tipos de

partículas con una p<0.001. Con esto se corroboró la ubicación correcta de los

meses en una u otra temporada para ambos tamaños de partículas. Siendo el agua

de lluvia un depurador de la atmósfera, la concentración de aeropartículas presentes

en el ambiente disminuyó aún cuando el efecto fue más evidente en las PST que en

fas PM10. Debido a que las primeras son las que contuvieron elementos de mayor

diámetro aerodinámico y por lo tanto la iluvia las arrastró con mayor facilidad

(Finlayson-Pitts y Pitts 2000).

En un estudio realizado en 1989 por Villalobos et al. (1995), en la temporada

de secas del área suroeste de la Zona Metropolitana, se encontró que el 47.7 % de

PST estaba constituido por PM10, esta relación concuerda con las observaciones de

Rodes y Evans (1985), cuyo rango osciló entre el 38.1 % y el 57.7 % en ocho sitios

de los Estados Unidos de América y por Brook et al. (1997) con un promedio del

56+24 % en catorce ciudades de Canadá entre 1986 y 1994. Los resultados hallados

en este trabajo muestran una relación PM10/PST en las temporadas de secas de

53.1±2.5 % y en lluvias de 53.7+2.0 %, siendo el promedio anual de 53.4+.1.6 %.

Houck et al. (1989), establecieron que una relación PM10/PST de « 50 %, indica que

las principales fuentes de emisión de las PM10 son la tierra, el pavimento y los

materiales para la construcción. Mientras que una relación de « 95 %, se señala que
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provienen de fuentes de combustión cercanas al sitio de monitoreo (Ahuja et al.

1989,Houckefa/. 1989).

Con respecto a la relación descrita para 1989 por Villalobos et al. (1995), se notó

que aumentó en 5.7+1.6 % lo que implica que el origen de las aeropartículas se

modificó entre 1989 y 1993, probablemente debido a la cantidad de vehículos

automotores, a la intensidad del tránsito en la zona y al crecimiento urbano.

3.2 Contaminantes reportados en 1993

Los contaminantes y las variables meteorológicas reportadas por la Red

Automática de Monitoreo Atmosférico durante 1993 se resumen en la Tabla 3.1.

Considerando la importancia de las interacciones de los distintos tipos de

contaminantes, se graficaron los promedios mensuales de los valores máximos

diarios obtenidos de febrero a diciembre de 1993, con el fin de mostrar las relaciones

que se dan entre éstas y con la humedad relativa. Debido a la calibración de los

equipos automáticos, faltaron datos para ser estimados como representativos del

mes, por lo que los valores correspondientes a enero no se graficaron.

Tabía 3.L Contaminantes, abreviaturas y unidades de medida
reportados por Ba RAMA

Variables

Monóxido de carbono

Bióxido de azufre

Ozono

Bióxido de nitrógeno

Temperatura

Humedad relativa

Abreviaturas

CO

so2

o3

NO2

TEMP

HR

Unidades de medición

ppm

ppm

ppm

ppm

°C

%

En la figura 3.2 se presentan las concentraciones de NOx3 NO2 y SO2, en la

3.3 se muestran los datos de O3 y en la 3.4 la concentración de CO. En todos los

casos se gráfica en el eje secundario la humedad relativa promedio mensual.
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Lo mismo que sucedió con las aeroparíícuias (PST y PM10), se observó una

relación inversa entre la humedad relativa y ía concentración de NO2l NOX, CO,

misma que fue menos notoria en los casos de O3 y SO2.
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Figura 3.2. Comportamiento promedio mensual de los datos
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Para entender mejor las figuras anteriores, se presentan los valores

establecidos por las normas de la calidad del aire en la Tabla 3.2, con ello se puede

tener una idea de la calidad durante 1993, para esta zona de la Ciudad de México.

Tabla 3.2. Normas de la calidad del aire

CONTAMINANTE

MONÓXIDO DE CARBONO (CO)

OZONO (O3

BIÓXIDO DE NITRÓGENO (NO, )

BIÓXIDO DE AZUFRE (SOZ)

NORMA I NORMA ANUAL

NOM-021-SSAM993
11 ppm como promedio móvil de 8
horas (12595 ¡jg/m3), a partir de 1995 y
13 (14887 ug/m3) como promedio
móvil de 8 horas hasta 1994.

NOM-020-SSA1-1G93
0.11 ppm como promedio de una
hora (216 ug/m3 )-

NOM-023-SSAMS93
0.21 ppm como promedio de una
hora {395 ug/m3).

NOM-022-SSA1-1993
0.13 ppm como promedio móvil de 24
horas (341 ug/m3).

79 ug/m3 como media aritmética
anua!.

PARTÍCULAS SUSPENDIDAS

TOTALES (PST)

NOM-024-SSA1-1993
260 ug/m3 como muestreo de 24 horas
a partir de enero de 1995 y 275 ug/m3

hasta diciembre de 1994.

75ug/m3 como media aritmética
anual.

PARTÍCULAS SUSPENDIDAS

FRACCIÓN RESPIRABLE (PM10)

PLOMO (Pb)

NOM-025-SSAM993
150 pg/m3 como promedio móvil de 24
horas a partir de enero de 1995 y 150
ug/m3 como muestreo de 24 horas
hasta diciembre de 1994.

50 ug/m como media aritmética
anua!.

NOM-O26-SSA1-1993
1.5 ug/m3 como promedio trimestral.
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De los resultados del monitoreo ambiental en el Pedregal de San Ángel, se

puede observar que el único contaminante que rebasó la norma correspondiente en

los datos horarios fue el ozono en 250 días del año, la mayor parte de estos

corresponden a ia temporada de secas. Aún cuando las aeropartícuias rebasaron la

media aritmética anual, estas nunca superaron el valor máximo diario, aspecto que

se refleja en la figura 3.1.

Ai revisar los periodos en los que se dieron las dos concentraciones máximas

de cada uno de los contaminantes en la zona del Pedregal de San Ángel, se observó

que los valores correspondieron siempre a la época de secas, desde finales de

octubre, hasta mediados de febrero.

Se buscó la correlación entre los diferentes tipos de contaminantes y los

parámetros meteorológicos reportados por la RAMA, con la concentración de PST y

PM10, sin embargo, el único parámetro que correlacionó positivamente fue la

humedad relativa y entre las mismas partículas. El coeficiente de correlación anual

de los promedios mensuales entre la concentración de las PST y de las PM10 fue de

0.924 (pO.001), mientras que el porcentaje de humedad relativa presentó una

correlación inversamente proporcional tanto con las PST (r=-0.828, p<0.001) como

con las PM10 (r=-0.749, p<0.01). El promedio anual de la humedad relativa fue de

43.2+4 %, con 56.3+3.9 % en la temporada de lluvias y 33.8+2.9 % en la de secas.

La correlación inversa del porcentaje de la humedad relativa fue mayor con

PST que con PM10, lo que sugiere que las primeras al estar rodeadas de vapor de

agua incrementan su diámetro más fácilmente y, por consiguiente, su precipitación

ocurre con mayor frecuencia. La composición de la partícula y la humedad relativa,

en presencia de especies iónicas como sulfatos, nitratos y cloruros, aumentan tanto

la masa como el diámetro promedio de las partículas del aerosol debido a sus

propiedades higroscópicas (Koutrakis et al. 1989). Aunque McMurry eí al. (1996)

mostraron que en áreas urbanas éstas tienden a ser menos higroscópicas por las

cadenas aglomeradas de carbón, lo que puede explicar que la baja adsorción de

agua en las PM10 sea atribuida a su alto contenido de materia orgánica extraída

(MOE), limitando el crecimiento y disminuyendo las posibilidades de precipitación.
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3.3 Materia Orgánica Extraída

De los compuestos presentes en el ambiente que conforman la materia

orgánica, los orgánicos policíclicos son los contaminantes que por su gran

reactividad biológica generan más inquietud y preocupación entre los órganos

gubernamentales y los grupos de investigación. Por ello se les considera como

contaminantes prioritarios, reflejado en los lineamientos de la OCDE, la Unión

Europea y la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA).

Dada la importancia que tiene la determinación de este tipo de material

orgánico presente en el ambiente y de las interacciones que involucra su presencia

para la formación y su adsorción a las aeropartícutas, se consideró relevante el

incluir un breve análisis para determinar la cantidad extraída de la materia orgánica

asociada a las aeropartículas. Aún cuando en el caso de la EPA el término hace

referencia a compuestos policíclicos, en este trabajo se determinó el total de la

materia orgánica, en la cual se incluyeron compuestos alifáticos.

Una vez obtenidas las fracciones, cada extracto se concentró y una de las

alícuotas se empleó para el análisis de la masa de MOE. Los resultados se muestran

en la tabla 3.3 y en la figura 3.5. Se puede observar que al sumar la MOE de las

diferentes fracciones, la mayor cantidad corresponde a la época de secas para cada

tipo de partícula. Este comportamiento se repite al analizar los resultados para cada

uno de los extractos, lo que concuerda con lo esperado con relación a la masa de

partículas colectadas.

Lo que más llama la atención es el hecho de que aparentemente en PM10 se

obtuvo más materia orgánica que en PST, sobre todo en época de lluvias, lo que se

puede observar tanto en los acumulados, como en cada uno de los extractos.

El hecho de que la MOE total no tenga una relación evidente con la

concentración de partículas en el ambiente, esto es, PM10 vs. PST (Fig. 3.1), hace

considerar que los compuestos orgánicos asociados a estas aeropartículas, se

comportan de manera diferente en los meses correspondientes a la época de secas

con respecto a los de la época de lluvias, probablemente influido principalmente por

el incremento de la humedad en el ambiente y la presencia de lluvias. Estas últimas

modifican además de la química atmosférica, el comportamiento de las emisiones y

la acumulación de estas en periodos cortos y en sitios específicos, debido al
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incremento de tráfico vehicular, propiciado por encharcamientos, inundaciones y

accidentes como consecuencia de aguaceros y mal funcionamiento de los drenajes.

El efecto que esto tiene en el tipo y ía reactividad de los compuestos orgánicos se

discutirá más adelante, al analizar la mutagenicidad recobrada y los HAPs

identificados.

Tabla 3.3. Materia orgánica extraída (\iglnf) con los tres disolventes en temporadas
de secas y de lluvias, de muéstreos PM10 y PST del Pedregal de San Ángel
en 1993

CICLOHEXANO

DICLOROMETANO

ACETONA

TOTAL

PM10SECAS

31.19

84.10

67.03

182.32

PM10 LLUVIAS

27.48

23.26

33.37

84.11

PST SECAS

63.34

23.85

94.71

181.90

PST LLUVIAS

17.21

13.40

23.91

54.52

Es importante hacer notar que al comparar lo obtenido en ciclohexano y

diclorometano con los extractos de acetona, se observó en estos últimos la mayor

cantidad de MOE para PM10 lluvias y PST lluvias y secas. Tomando en cuenta las

características de los disolventes empleados, se puede establecer que la mayor

parte de ios contaminantes asociados a las aeropartículas colectadas en este estudio

son de tipo polar y en menor proporción se encuentran los medianamente polares y

los no-polares, entre estos dos últimos se esperaría encontrar a los HAP.
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El principal mecanismo de formación del material orgánico policíclico, que

incluye a los HAP, ocurre durante la quema de combustibles fósiles. Un segundo

mecanismo que explica su presencia ambienta! es la volatilización de compuestos

con bajo peso molecular. Evidentemente, el mayor aporte lo da el primero de estos

dos procesos, por la quema de gas natural, gasolina, diesel y combustoleo en que

están involucradas actividades como servicios, emisiones domésticas, vehiculares e

industriales. Sin embargo, al estar en presencia de otros contaminantes, pueden

reaccionar modificando así su polaridad.

Aún cuando se esperaría encontrar mayor MOE en PST por la masa

colectada, parece que la aportación de MOE, es muy similar al comparar PST con

PM10, al menos en época de secas, sea porque el origen esté en partículas muy

pequeñas formadas por hidrocarburos o bien asociadas con una gran cantidad de

compuestos orgánicos. Sin embargo, en época de lluvias, es en PM10 donde se

reporta mayor cantidad de MOE, con respecto a PST. Si esto es cierto, implica que la

lluvia no afecta a las partículas que aportan más MOE en forma directa, situación que

sumada al aumento de humedad en el ambiente hace que los componentes químicos

de estas partículas puedan incluirse en una amplia gama de reacciones, modificando

de manera importante su actividad biológica. Esto implica que la menor cantidad de

MOE y de partículas suspendidas en época de lluvias, no reduce en sí el riesgo por

exposición a estos contaminantes.

Por lo anterior se calculó el promedio anual del porcentaje de la MOE con

respecto al peso de las partículas de acuerdo con el tipo de disolvente empleado y

corregido por el procedimiento de sequedad (Fig. 3.6). Lo que permitió corroborar el

comportamiento de la MOE en cada uno de los extractos, independientemente de la

época, encontrándose que de mayor a menor la MOE obtenida fue: ACE (8.1 ±1.3%)

> CH (5.6±0.9%) > DCM (4.2±1.4%) en las PST y DCM (17.4±4.5%) > ACE

(13.7±2.0%) > CH (118±2.9%) en las PM10. Los valores obtenidos para PM10, son

similares a los observados por De Martinis et al. (1999), que con la secuencia DCM y

ACE extrajeron 20.3% y 10.2% de MOE, respectivamente. El mayor porcentaje de

MOE con acetona en las PST posiblemente se logró debido a que se extrajeron

también compuestos polares como sulfatos y nitratos (Saiazar y Bravo 1986, Miranda
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et a/. 1992). En los resultados de Daisey et al. (1979) estos últimos compuestos

representaron el 23% de la masa extraída.

o.

5 I

Q-.

CH-PST DCM-PST ACE-PST CH-PM10 DCM-PM10 ACE-PM1Q

Figura 3.6. Porcentaje de MOE obtenido con ciclohexano
(CH), diclorometano (DCM) y acetona (ACE), de las
PST y PM10 de los muéstreos realizados en la
estación del Pedreaal de San Ánael durante 1993

De las figuras 3.5 y 3.6 se desprende que en PST el comportamiento anual es

similar al observado en cada una de las épocas. En PM10, es claro que el promedio

anual está muy influenciado por la MOE de época de secas, en la que el

diclorometano y luego la acetona son los que extrajeron mayor cantidad de

compuestos orgánicos en comparación con el ciclohexano. Esto da una idea clara de

la diferencia que se puede encontrar en épocas distintas del año en cuanto a la

naturaleza de los contaminantes. Aún cuando se trate del mismo tipo de partículas, lo

que refuerza aún más la necesidad de acompañar los estudios de calidad ambiental

con ensayos biológicos qué permitan definir el efecto de estas diferencias entre

épocas, sitios y tipos de material particulado.
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3.4 MutagenEcidad y genotoxicídad

3.4.1 Salmón ella typhimuríum

Se empleó el procedimiento estándar de incorporación en caja con la cepa

TA98 con y sin fracción microsómica S9 de hígado de rata. Cada ensayo incluyó de

dos a tres réplicas por tratamiento y cada ejercicio se hizo por duplicado. Para la

determinación del potencial mutagénico, se emplearon tres concentraciones

equivalentes a 5, 10 y 15 m3 de aire muestreado por caja, además del grupo testigo.

Una vez hechos los conteos de coíonias bacterianas revertantes, se verificó que

cada uno de ios grupos de datos correlacionara con una recta y se hizo el cálculo de

la potencia mutagénica en cada caso (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Resultados obtenidos de la exposición de la cepa TA98 con S9 y sin S9 a tres
extractos orgánicos secuenciales de PST y PM10 de las temporadas de secas
y lluvias durante 1993

Concentración
0
5
10
15

Potencia rev/nf1

Concentración
0
5
10
15

Potencia rev/m3

Concentración
0
5
10
15

Potencia rev/mJ

-S9
PW110

Secas
21.93
26.06
30.19
34.32

0.83

Lluvias
14.75
18.45
22.16
25.86

0.74

Ciclohexano

PST
Secas
31.35
41.30
51.25
61.20

1.99

Lluvias
24.46
31.29
38.13
44.96

1.37

+ S9
PM10

Secas
24.86
33.23
41.59
49.95

1.67
Diclorometano

-S9
PM10

Secas
24.75
28.95
33.15
37.35

0.84

Lluvias
15.93
14.33
15.50
14.50
0.00

PST
Secas

24.73
31.93
39.12
46.31

1.44

Lluvias
30.48
33.62
36.77
39.91

0.63

Lluvias
16.37
21.84
27.31
32.78

1.09

PST
Secas
28.29
47.09
65.89
84.70

3.76

Lluvias
28.67
36.37
44.07
51.76

1.54

+ S9
PWI10

Secas
33.10
33.34
33.58
33.82

0.05

Lluvias
16.37
19.67
22.96
26.26

0.66

PST
Secas

32.45
41.28
50.10
58.93

1.77

Lluvias
29.44
36.73
44.03
51.33

1.46
Acetona

-S9
PM10

Secas
22.16
45.63
69.10
92.57
4.69

Lluvias
16.70
20.38
24.07
27.75

0.74

PST
Secas

25.62
41.20
56.78
72.37

3.12

Lluvias
33.00
52.80
72.60
92.41

3.96

+
PM10

Secas
30.18
42.13
54.07
66.02

2.39

Lluvias
19.12
23.87
28.63
33.38

0.95

S9
PST

Secas
35.42
54.75
74.07
93.40

3.87

Lluvias
37.13
57.94
78.74
99.55

4.16
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El ensayo mostró que el extracto con mayor potencia mutagénica fue el de

acetona, seguido por el de ciclohexano y el de diclorometano, tanto para la época de

secas como para la de lluvias, en ambos tipos de material particulado e

independientemente de la presencia de activación metabóüca (Fig. 3,7),

I 2

Secas Lluvias

FM10

Secas Lluvias

PST

-S9

SÍ*;

m

L

T\
i \

i <

! I

Secas j Lluvias

FM10

r

Secas Lluvias

PST

+S9

ElCicbhexano EJDiclororretano DAceíona

Figura 3.7. Representación de las potencias mutagénicas, obtenidas con
la cepa TA98 de Salmonella typhimuríum, con extractos
orgánicos de aeropartículas PWI10 y PST del Pedregal de San
Ángel

Con la idea de identificar de forma objetiva las relaciones entre los diferentes

extractos, se empleo la prueba de t de Student para comparar las potencias

mutagénicas. La primera comparación se realizó con ia idea de confrontar los

resultados tomando como base la época del año (secas y lluvias), con lo cual no se

hallaron diferencias significativas (p>0.05) entre las épocas en el caso de
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ciclohexano, con o sin la presencia de la fracción microsómica S9. Con

diclorometano sí hubo diferencias (p<0.001) en PM10 entre ambas temporadas, sin

S9 y con S9, lo que no se observó con PST. Con los extractos de acetona, sólo hubo

diferencia significativa (p<0.05) con PM10 cuando se empleó la fracción S9. Es

interesante que en ios extractos en los que se determinaron estadísticamente

diferencias significativas, fueron los de la temporada de secas los de mayor potencia

mutagénica, en comparación con los de lluvias. En cuyo caso la única muestra con la

que se reportó lo contrario, fue la obtenida con diclorometano a partir de PM10,

cuando se añadió S9. Esto concuerda con las observaciones de Flessel etal. (1991),

Matsumoto etal. (1998) y Nielsen etal, (1999) quienes notaron que a mayor masa de

partículas más elevada es la mutagenicidad, situación que además es coincidente

con la MOE para los tres disolventes (Fig. 3.5). La mayor concentración de materia

orgánica corresponde a la época de secas, lo que coincide además con lo reportado

por Delgado etal. (1999), empleando a Drosophila melanogastercomo bioensayo.

Debido a la importancia que tiene la bioactivación de los contaminantes

ambientales para la evaluación de riesgos, se compararon las pendientes resultantes

de los tratamientos según se aplicó o no la fracción S9 de hígado de rata.

Al realizar este proceso la única respuesta que demostró ser distinta al emplear

bioactivación (+S9), correspondió al extracto de PM10 de lluvias obtenido con DCM

(p<0.05). Aún cuando no se pudieron encontrar diferencias entre los tratamientos con

y sin S9f sí se puede observar en la figura 3.7, una tendencia al incremento de la

potencia mutagénica cuando se adicionó la S9. Esta es más consistente en el caso

del ciclohexano, lo que coincide con la naturaleza de los compuestos químicos que

se esperaba recuperar en esta fracción, lo que implica la presencia de

promutagenos.

El comportamiento observado, sobre todo én el caso de los extractos de

acetona, indica la presencia tanto de compuestos de acción directa como de

promutagenos (CX y DCM) durante 1993 en la atmósfera del suroeste de la Ciudad

de México. La presencia de otros compuestos orgánicos además de derivados de los

HAP, su concentración y su polaridad, las variaciones ambientales según la época

del año y factores como humedad y precipitación, son algunos elementos que

influyen de manera determinante en la efectividad mutagénica de los compuestos
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asociados a las aeropartículas, lo que se ha demostrado en diversas ocasiones

(Atkinson y Aschmann 1988, Barale etal. 1994).

El origen de las aeropartículas, como se mencionó en la introducción, es uno de

los aspectos más importantes cuando se trata de determinar e! impacto que estas

tienen en los ambientes urbanos, rurales e industriales, ya que según su tamaño y

naturaleza podrán reaccionar, asociarse, permanecer o ser eliminadas de la

atmósfera. Esto lleva al interés por examinar las diferencias entre los resultados

obtenidos con PM10 y PST.

Las potencias mutagénicas entre los extractos orgánicos de PST y PM10

obtenidos con ciclohexano, fueron significativamente diferentes en la temporada de

secas (p<0.05) y de lluvias (p<0.05) sin S9 y sólo en la segunda (p<0.05) con S9.

Con diclorometano, las potencias mutagénicas fueron significativas con y sin S9 sólo

en la temporada de lluvias (p<0.01 y p<0.001). Un comportamiento similar se

presentó con los extractos de acetona, donde sólo en la temporada de lluvias hubo

diferencias significativas a p<0.05 tanto con como sin S9. Nuevamente, se observa

consistencia con relación a la concentración de partículas y la mutagenicidad

inducida. Puesto que fue con PST con el que se obtuvieron mayores valores en

cuanto a potencias mutagénicas se refiere y al mismo tiempo se nota que la mayoría

de las diferencias se observaron en el caso de los extractos de la época de lluvias.

3.4.2 Prueba de mutación y recombinación somáticas

Con el fin de establecer la genotoxicidad de los extractos de PM10 y de PST,

en cada una de las fracciones, se compusieron muestras por cada temporada con

base en el volumen de aire que pasó a través de los filtros, tomando en cuenta la

superficie de filtro extraída y el flujo de aire al momento del monitoreo. De esta forma

se aseguró que la muestra analizada en cada bioensayo representara los elementos

particulares de cada sitio y momento, según lo cual, para la composición de las

muestras de secas y de lluvias, se tomó una cantidad equivalente de los extractos

obtenidos de cada mes, de tal forma que la concentración final fuera de 2000 m3/ml

de solución. A partir de esta se hicieron las diluciones para la obtención de las

concentraciones seleccionadas, mismas que corresponden a 10, 25 y 50 m3/ml. Cada

tratamiento se realizó al menos por duplicado, se incluyó como testigo positivo, al
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7,12-climetilbenzo(a)antraceno y el testigo con el que se compararon los resultados

obtenidos fue de etanol + tween 80 ambos al 3%.

Ti pe
Partí

Époc

Conc

Tabla 3.5.

de
cula

a

«J

#
Alas

Resultados obtenidos a
ciclohexano

I exponer a larvas de las cruzas E y BE al extracto de

Manchas por aia (Cantidad de manchas) DiagnósticoQ

Manchas
simples

pequeñas
(1-2 células)

[m-2]

Manchas
simples
grandes

>2 células
[m-5]

Manchas
Gemelas

Em-5]

Manchas
Totales

Em=2]

Man-
chas

con

céls.
mwh

Frecu
de forn

de ele
i ación
>nesb

Obs. [Corr.c

Cruza E
TESTIGO (etanol 3% + tween 80 3%)

80 0.39 (31} 0.04 ( 3) 0 ( 0) 0.43 ( 34) 33 1.7
PM10

S
ec

as
Ll

uv
ia

s

10
25
50

10
50

25

80
80
76
80
80
80

0.36
0.34
0.55
0.52
0.51
0.71

(29)-
(27)-
(42)¡
( 42)1
(41)i
(57)+

0.1
0.04
0.09
0.06
0.14

0

LM____
( 3)i
( 7)i
( 5)i
(11)+
( 0)-

0.01
0.03
0.01

0
0.04

0

( DI
( 2)i
( 1)¡
í 0)i
( 3)i
( 0)i

0.47
0.4

0.66
0.59
0.69
0.71

(38)-
(32)-
(50)+
(47)i
(55)+
(57)+

38
32
49

46
54

57

1.9
1.6
2.6
2.4
2.8

2.9

0.3
-0.1

1
0.7
1.1
1.2

PST

S
ec

as
Ll

uv
ia

s

10
_25
~ 50

10
25

50

80
80
80

30
74

80

0.3
0.39
0.37
0.28
0.45
0.54

(24)-
(31)-
(30)-
(22)-
(33)-
(43)i

0.05
0.1
0.1

0.06
0.03
0.05

( 4)i
( 8)i
( 8)i
( 5)i
( 2)-
( 4)i

0.01
0.01
0.01
0.03
0.03

0

( Di
( Di
( Di
( 2)i
( 2)i
( 0)1

0.36
0.5

0.49
0.36
0.5

0.59

(29)-
(40)-
(39)-
(29)-
(37)-
(47)i

29
39
39

29
37

46

1.5
2
2

1.5
2.1

2.4

-0.2
0.3
0.3

-0.2
0.4

0.7
Cruza BE
TESTIGO (etanol 3% + tween 80 3%)

78 0.27 (21) 0.06 ( 5) 0 ( 0) 0.33 (26) 25 1.3
PM10

S
ec

as
Ll

uv
ia

s

10
25

50
10
25
50

80
80
80

80
80
78

0.49
0.5

0.71
0.35
0.5

0.53

(39)+
(40)+
(57)+
(2B)i
(40)+
(41)+

0.03
0.08
0.17
0.04
0.05
0.05

( 2)-
( 6)-
(14)+
í 3)-
( 4)-
( 4)-

0.01
0

0.05
0.05
0.01
0.04

( Di( °)j
í 4)i
í 4)i

í D¡
( 3)i

0.52
0.57
0.94
0.44
0.56
0.62

(42)+
(46)+
(75)+
(35)i
(45)+
(48)+

42
46
73

33
44
48

2.2
2.4
3.7

1.7
2.3
2.5

0.8
1

2.4

0.4
0.9

1.2
PST

S
ec

as
I 

Ll
uv

ia
s

10
25

50

10
25
50

80
80
80
72
80
78

0.37
0.55
0.62
0.42
0.61
0.72

<30)¡
(44)+
(50)+
(30)i
(49)+
(56)+

0.12
0.09
0.12
0.03
0.05
0.09

(10)1
( 7)-
(10)1
í 2)-
( 4)-
( 7)-

0.03
0.04
0.01
0.01
0.01
0.01

( 2)i
í 3)i
( Di
( Di
f D¡
( 1)i

0.52
0.68
0.76
0.46
0.68
0.82

(42)+
(54)+
(61)+
(33)¡
(54)+
(64)+

42
54
61
33
54
64

2.2
2.8
3.1

1.9
2.8

3.4

0.8
1.5
1.8
0.6
1.5

2.1
a Diagnóstico estadístico según Frei y Würgier (1988). + = positivo; - = negativo; (+) = débil positivo; i = indeciso;

m = factor de multiplicación. Grados de probabilidad de error: alfa»beta=0.05
b Frecuencia de formación de clones: manchas mwh I (cantidad de alas x 24,4000 células)
c Frecuencia corregida con el testigo
d m3/m!
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Tipc
Partí

Époc

Gonc

Tabla 3.6.

de
cula

a

i

#
Alas

Resultados obtenidos a
díclorometano

I exponer a larvas de las cruzas E y BE al extracto de

Manchas por ala (Cantidad de manchas) Diagnóstico °

Manchas
simples

pequeñas
(1-2 células)

[m=23

Manchas
simples
grandes

>2 células
[m-5J

Manchas
Gemelas

[m=5]

Manchas
Totales

fm=2J

Man-
chas

con

céls.
mwh

Frecu
de forrí

de ele
i ación
mes"

Obs. |Corr.c

Cruza E
TESTIGO (etanol 3% + tween 80 3%)

64 0.22 (14) 0.09 (6) 0 (0) 0.31 (20) 18 1.2

PM10

S
ec

as
Ll

uv
ia

s

10
25
50

10
25
50

76
80
80

80
80
80

0.24
0.35
0.47

0.15
0.47
0.82

(18)1
(28)¡
(38)+
(12)-

(38)+
(66)+

0.08
0.1

0.03

0.03
0.05

0.1

(6)-
(B)~
(2)-
(2)-
(4)-
(8)-

0
0.03

0

0.03
0

0.05

(0)i

(2)i
(0)i
(2)i

(0)i
(4)i

0.32
0.47

0.5

0.2
0.52
0.98

(24)-
(38)i
(40)i
(16)-

(42)+
(78)+

24
38

40
16
42
78

1.3
1.9
2.1

0.8
2.2

4

0.1
0.8
0.9

-0.3
1

2.8

PST

S
ec

as
Ll

uv
ia

s

10
25
50

10
25
50

80
80
80

80
80
80

0.3
0.43
0.37

0.28
0.32
0.35

(24)¡
(34)+
(30)i
(22)¡
(26)¡
(28)i

0.08
0.03
0.05

0.05
0.08
0.03

(6)~
(2)-

(4)-
(4)-
(6)-
(2)-

0.03
0.05
0.03
0.05
0.05
0.03

(2)i
(4)i
(2)i
(4)i
(4)i
(2)i

0.4
0.5

0.45
0.37
0.45

0.4

(32JÍ
(40)¡
(36)¡
(30)¡
(36)i
(32)¡

32
40
34

28
36
32

1.6
2.1
1.7

1.4
1.8
1.6

0.5
0.9_

0.3
0.7
0.5

Cruza BE
TESTIGO (etanol 3% + tween 80 3%)

80 0.22 (18) 0.03 (2 ) . 0.05 (4) 0.3 (24) 24 1.2

PM10

S
ec

as
Ll

uv
ia

s

10
25
50
10

25
50

80
80
80
80

80
80

0.43
1.08
1.59
0.4

1.14
1.48

<34)+
(86)+
(127)+
(32)+
(91)+
(118)+

0.05
0.08
0.32
0.12
0.21
0.12

(4)í
(6)i
(26)+
(10)+
(17)+
(10)+

0.01
0.01
0.05
0.05
0.01
0.04

(U-
(U-
(4)-
(4)-
(1)-
(3)-

0.49
1.16
1.96
0.57
1.36
1.64

(39)+
(93)+
(157)+
(46)+
(109)+
(131)+

38
93

155
46

109
131

1.9
4.8
7.9
2.4
5.6
6.7

0.7
3.5
6.7

1.1
4.4
5.5

PST

S
ec

as
| 

Ll
uv

ia
s

10
25
50
10
25
50

80
80
80

80
80
80

0.62
1.05
1.15

0.28
1.25
2.06

(50)+
(84)+
(92)+

(22)i
(100)+
(165)+

0.24
0.17
0.06

0.11
0.35
0.11

(19)+
(14)+
<5)i

(9)+
(28)+
(9)+

0.03
0.03
0.01

0.01
0.03
0.04

(2)-
(2)-
(1)-
(D-
(2)-
(3)-

0.89
1.25
1.23

0.4
1.62
2.21

(71)+
(100)+
(98)+

(32)i
(130)+
(177)+

70
100
98

31
129
177

3.6
5.1

5
1.6
6.6
9.1

2.4
3.9
3.8

0.4
5.4
7.8

3 Diagnóstico estadístico según Freí y Würgler (1988). + = positivo; - = negativo; (+) = débil positivo; i = indeciso;
m = factor de multiplicación. Grados de probabilidad de error: alfa-beta=0.05

b Frecuencia deformación de clones: manchas mwh I (cantidad de alas x24,4000 células)
c Frecuencia corregida con el testigo
d m3/ml
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Tipo
Partí

Époc

Conc

Tabla 3.7.

de
zula

a

Alas

Resultados obtenidos
de acetona

al exponer a larvas de las cruzas E y

Manchas por ala (Cantidad de manchas) Diagnóstico "

Manchas
simples

pequeñas
{1-2 células)

[m-2]

Manchas
simples
grandes

>2 células
[m-5]

Manchas
Gemelas

[m=5]

Manchas
Totales

[m=2J

BE a

Mane
has
con
céls.
mwh

extracto

Frecuencia
deformación

de clones*

Obs. Corr.c

Cruza E
TESTIGO (etanol 3% + tween 80 3%)

80 0.28 (22) 0.08 <6) 0 (0) 0.35 (28) 28 1.4

PM10

S
ec

as
Ll

uv
ia

s

10
25
50

10
25
50

80

80
80
80
80
80

0.32
0.26
0.37
0.26
0.45
0.45

(26)-
(21)-
(30)i
(21)-
(36)+
(36)+

0.01
0.08
0.03

0.06
0.04
0.08

(D-
(6)-
(2)-
(5)-
(3)-
(6)-

0.03
0.01
0.01

0.03
0

0.01

(2)i
(Di
(1)1
(2)i
(0)1
(1)¡

0.36
0.35
0.41

0.35
0.49
0.54

(29)-
(28)-
(33)-
(28)-
(39)i
(43)+

29
28
32

28
39
43

1.5
1,4
1.6

1.4
2

2.2

0.1
0

0.2

0
0.6
0.8

PST

S
ec

as
Ll

uv
ia

s

10
25
50
10

25
50

80
80
80
80
80
80

0.28
0.37
0.32
0.31
0.39
0.55

(22)-
(30)i
(26)-
(25)-
(31)1
(44)+

0.05
0.04

0.1
0.08
0.05
0.11

(3)-
(8)-
(6)-
(4)-
(9)-

0.04
0.03
0.01

0
0.01
0.01

(3)i
(2)i
(1)i
(0)i
Í1)i
(1)i

0.36
0.44
0.44

0.39
0.45
0.68

(29)-
(35)-
(35)-
(31)-
(36)i
(54)+'

29
35
35
31
36
52

1.5
1.8
1.8
1.6
1.8
2.7

0.1
0.4
0.4

0.2
0.4
1.2

Cruza BE
TESTIGO (etanol 3% + tween 80 3%)

78 0.29 (23) 0.01 (1) 0.03 (2) 0.33 (26) 26 1.4

PM10

S
ec

as
Ll

uv
ia

s

10
25
50

10
25
50

80
80
78

74
80

78

0.39
0.56
1.26

0.59
0.98
0.97

(31)¡
(45)+
(98)+
(44)+
(78)+
(76)+

0.05
0.06
0.19

0.09
0.1

0.12

(4)i
(5)i
(15)+

(7)+

{8)+
(9)+

0.01
0

0.01
0.01

0
0.05

(1)¡
(0)-
(1)i .
d ) ¡
(0)-
(4)i

0.45
0.62
1.46
0.7

1.08
1.14

(36)i
(50)+
(114)+
(52)+
(86)+
(89)+

36
50

113

52
85
89

1.8
2.6
5.9

2.9
4.4
4.7

0.5
1.2
4.6

1.5
3

3.3

PST

S
ec

as
Ll

uv
ia

s

10

25
50

10
25
50

80
80
80

80
80
80

0.44
0.5

0.59

0.37
0.5

0.81

( 35)¡
(40)+
(47)+
(30)i
(40)+
(65)+

0.06
0.08
0.05
0.01

0.1
0.11

(5)i
(6)i
(4)i
(1)i
(8)+
O)*

0.04
0.04
0.01

0.01
0.01
0.01

(3)i
(3)í
(1)-
Í1)-
(1)-

0.54
0.61
0.65

0.4
0.61
0.94

(43)+
(49)+
(52)+
(32)-
(49)+
(75)+

42
49
52

32
47
75

2.2
2.5
2.7

1.6
2.4
3.8

0.7
1.1
1.2

0.2
1

2.4

" Diagnóstico estadístico según Frei y Würgler (1988). + = positivo; - = negativo; (+) = débil positivo; i = indeciso;
m = factor de multiplicación. Grados de probabilidad de error: alfa=beta=0.05

b Frecuencia de formación de clones: manchas mwh I (cantidad de alas x 24,4000 células)
c Frecuencia corregida con el testigo
d mzim\
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Para comparar los distintos tratamientos y obtener la pendiente en caso de

existir correlación lineal entre la concentración y el efecto, se empleó la frecuencia de

formación de clones por 105 células, corregida con los valores del testigo. Los

resultados observados con los tres extractos en las cruzas E y BE se presentan en

las tablas 3.5, 3.6, 3.7 y figuras 3.8 y 3.9.

—^—Ciclohexano —©—Diclorometano -&—Acetona

Figura 3.8. Clones inducidos en larvas de Drosophila melanogaster de
la cruza E al exponerlas a extractos orgánicos de época de
secas (A) y de lluvias (B)
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O 20 30 40 50 60

10 20 30 50 60

Ciclohexano - 0 - Diclorometano -z&r-Acetona PM10 PST

Figura 3.9, Clones inducidos en larvas de Drosophila melanogaster de la cruza
BE al exponerlas a extractos orgánicos de época de secas (A) y de
lluvias (B)
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Al exponer a las larvas de la cruza estándar a los diversos extractos del

fraccionamiento secuencial, se obtuvieron resultados positivos con PM10 en época

de lluvias en las concentraciones de 25 y 50 nrrVml con CX y DCM. Con ACT

únicamente hubo diferencias significativas en la concentración más elevada. Al

mismo tiempo se observaron resultados positivos con CX en PM10 de secas y con

ACT en PST de lluvias en esta misma concentración. A pesar de haberse encontrado

estos eventos significativos y que se llega a percibir en casi todos los casos una

relación directa entre la concentración y el efecto (Fig. 3.8), la cantidad de eventos

registrados en general en ia cruza E fue muy bajo.

En el caso del cruzamiento BE.se obtuvo respuesta positiva con todos los

extractos a los que se sometieron las larvas de Drosophila. Para facilitar el análisis

de estos resultados se presenta el gradiente de efectividad mutagénica en cada una

de las temporadas o épocas del año. Para esto se consideró el valor máximo de

clones inducidos, con la corrección del testigo y en cada caso se indica el tipo de

disolvente y de material particulado.

Para ia época de secas se obtuvo el siguiente gradiente de genotoxicidad;

DCM/PM1O ACT/PM1C» DCM/PST> CX/PM1O CX/PST> ACT/PST. De este

gradiente se notó que el efecto genotóxíco para cada uno de los tipos de partículas

fue mayor en PM10, que la fracción con más efectividad fue la de polaridad media

(DCM), seguida por la de ACT. Todo esto da idea de la presencia de compuestos

secundarios con polaridad incrementada y que se comportan como promutágenos,

asociados a las partículas.

Para la temporada de lluvias esta relación cambió en los extractos de

ciclohexano y diclorometano, al ser más genotóxico PST que PM10 (Fig. 3.9), el

arreglo del gradiente fue: DCM/PST> DCM/PM1O ACT/PM1O ACT/PST= CX/PST>

CX/PM10. Nuevamente se hizo evidente que el mayor efecto se vio con los extractos

más polares, es decir, con diclorometano y acetona. Lo que concuerda, además, con

la cantidad de MOE obtenida con DCM y principalmente con ACT.

De la comparación de los resultados de ambas épocas, se desprende que el

efecto generado por los compuestos orgánicos asociados a las aeropartículas se

debe en mayor parte a promutágenos pertenecientes a grupos químicos extraídos
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posteriormente a la exposición del filtro con ciclohexano. Esta situación demuestra la

capacidad de Drosophila para la detección de diferentes grupos químicos de

contaminantes, entre los que se pueden encontrar hidroxi-, metoxi- y nitro-derivados,

io que concuerda con resultados previamente reportados por nuestro grupo

(Delgado-Rodríguez et ai 1999).

Al analizar los resultados de la cruza BE con relación a la masa de partículas

colectadas, humedad relativa y MOE, se observó de acuerdo con lo esperado, que

para PM10 la mutagenicidad correlaciona directamente con la masa de partículas por

época y se notó que en el caso de la temporada de secas PM10 fue más efectivo que

en la época de lluvias. Esto coincide también con la MOE obtenida, sobre todo con

DCM y se relaciona de forma inversa con la presencia de humedad en el ambiente, lo

que no necesariamente estaría indicando una relación de causalidad-efecto.

En el caso de los datos encontrados con PST se observó que contra lo

esperado, la relación se invierte ya que el mayor efecto se obtuvo en los tres

extractos de lluvias a pesar de haberse colectado mayor masa de partículas y más

MOE en la temporada de secas. Esto evidentemente implica que la relación con el

porcentaje de humedad relativa sea directa. Lo que estaría de acuerdo con el hecho

de que las partículas de tamaños mayores en el ambiente, que comprenden las PST

colectadas durante los meses de secas, estarían conformadas por materiales como

cuarzos y silicatos, provenientes de la erosión y la resequedad de los suelos

arenosos, debido a la falta de humedad. Mientras que durante los meses de lluvias,

su constitución química se altera al incrementarse el porcentaje de partículas de

origen antropogénico, incluidas en esta fracción y que no forman parte de las PM10.

Para establecer la capacidad de cada extracto para inducir mutaciones, se

obtuvieron las potencias mutagénicas, que corresponden a la pendiente de la recta

generada a partir de la correlación lineal de los datos. Este valor permitió en primera

instancia establecer de manera global la efectividad de los distintos tratamientos. Es

importante destacar que en todos los casos la correlación lineal fue positiva. Los

resultados para la cruza BE se muestran en la figura 3.10.

Al comparar el análisis de potencias mutagénicas con et nivel de efecto de la

concentración más alta, se notaron dos situaciones: La primera corresponde a la

época de secas, en la que se obtuvo claramente una mayor potencia mutagénica de
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todos ¡os extractos (CX, DCM y ACT) de PM10, con respecto a PST. Por otro lado,

en época de lluvias se observó un comportamiento contrario, esta vez fueron los de

PST los que mostraron mayor potencia mutagéníca para cada uno de ios disolventes.

Esto corroboró e! hecho de que las características químicas de las PST se alteraron

durante la época de lluvias, mientras que en el caso de las PM10, pareciera ser que

la presencia de las lluvias redujo aquellos compuestos asociados con capacidad

genotóxica.
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Figura 3.10. Clones inducidos en 105 células/m3, al exponer a larvas de
Dmsophila melanogaster de la cruza BE a tres fracciones
orgánicas de compuestos asociados a PM10 y PST

Además de esto, se evidenció más claramente que los extractos que

contenían a los compuestos medianamente polares y polares (DCÍVI y ACT), fueron

los más potentes, mientras que el CX fue para cada época y tipo de material

particulado, el menos genotóxico.

De la experiencia anterior y de los resultados obtenidos con Drosophila en

este trabajo, se pudo reconocer la dificultad de trabajar con bioensayos in vivo. Lo

que se hace más evidente cuando la respuesta obtenida no coincide con la
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esperada. Es esta situación la justifica la importancia de su empleo ya que debido a

ia existencia en el ambiente de grupos específicos de contaminantes con

capacidades genotóxicas, su interacción en la atmósfera con otros grupos de

compuestos químicos, en conjunto con las condiciones meteorológicas, puede

resultar en la disminución o aumento de la potencia mutagénica de los

contaminantes.

Con el fin de determinar cual de los extractos correspondientes a las

diferentes fracciones obtenidas fue más genotóxico se discutió con base en la

respuesta de ia máxima concentración y al potencial genotóxico, el que involucra a

las tres concentraciones evaluadas, de lo que se puede decir que:

1. Los compuestos genotóxicos más importantes, presentes en los extractos

son casi exclusivamente promutágenos.

2. El disolvente que presentó mayor genotoxicidad fue el DCM, seguido de la

ACT y finalmente del CX, Aparentemente son los derivados de los HAP y

otros compuestos orgánicos policíclicos los que implican mayor riesgo en

cuanto a su potencial genotóxico en Drosophila melanogaster.

3. La genotoxicidad de los extractos orgánicos asociados a las PM10 y PST

se modificó según la época (secas y lluvias).

Tomando en cuenta que la naturaleza de este tipo de estudios se basa en el

establecimiento de los riesgos a los que se expone un organismo en ambientes

contaminados, se analizaron los datos para determinar la concentración mínima

efectiva (CME), definida como la primera en duplicar el daño en las células somáticas

de las alas de Drosophila melanogaster. Debe recordarse que dentro del contraste

de las hipótesis, la frecuencia basal o testigo debe al menos ser duplicada, para

aceptar la alternativa.

Del análisis descriptivo se obtuvo la figura 3.11. En la que se nota que en

cinco de los doce tratamientos, la concentración mínima efectiva correspondió a 25

m3/ml, y en los otros siete a 10 rrrVml. En todos los casos, el efecto detectado en la

CME es mayor cuando se trata de la época de lluvias aún cuando corresponda a 25

m3/ml. Esto se puede observar en los tres extractos orgánicos con PST, en los que la

concentración mínima efectiva de la época de lluvias corresponde a 25 m3/ml,
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concentración con la que se obtuvo un efecto mayor que en época de secas. La CME

en época de secas corresponde a 10 nWml, en todos los casos, siendo la excepción

PMIOconACT.

10H25

Figura 3.11. Concentración mínima efectiva (m3/ml) para cada una de las
muestras evaluadas en la prueba del ala de Drosophiía
melanogaster, con la cruza BE

Al contrastar con la potencia genotóxica (Fig. 3.10) se observa que aún

cuando esta es evidentemente mayor para acetona con respecto a ciclohexano, el

nivel de genotoxicidad es muy simiiar a concentraciones bajas para ambos extractos.

Lo que implica que la presencia en el ambiente tanto de compuestos no polares,

como los extraídos con CX y aquellos obtenidos con ACT, implican un riesgo

importante para la población y los organismos expuestos a ellos.

Finalmente, es interesante el enfoque que se logra con el análisis de la CME

ya que a pesar de que la potencia genotóxica de los extractos orgánicos de las

aeropartículas en época de üuvias pareció ser más elevada en cuanto a su

efectividad biológica. Los compuestos orgánicos extraídos de los filtros de la época

de secas, fueron capaces de provocar daño a menores concentraciones, aún cuando

en el caso de PST fueron los que reportaron la menor potencia genotóxica.
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3.5 Análisis químico
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Figura 3.12. Concentración de los hidrocarburos aromáticos
policíclicos adsorbidos a las (A) PST y (B) PM10, en los
muéstreos realizados en la estación del Pedregal de San
Ángel durante 1993
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Los análisis realizados por cromatografía de gases-espectrometría de masas

en el modo de ion seleccionado mostraron la presencia de diez HAP contenidos en la

MOE de PM10 y de PST de los 19 reportados por el método T0-13A de la USEPA

(1999). Los blancos de los tres disolventes demostraron la ausencia de

contaminación por el manejo de la muestra durante la extracción y la concentración.

Los HAP adsorbidos a las PST superiores a 1 ng/m3 fueron benzo(b)fluoranteno >

fenantreno > benzo(ghi)perileno > indeno(1,2,3-cd)pireno, mientras que

benzo(ghi)perileno > benzo(a)pireno > dibenzo(a,h)antraceno > fenantreno >

benzo(b)fluoranteno, lo fueron en las PM10 (Fig. 3.12, y Tabla 3.8).

Tabla 3.8. Hidrocarburos aromáticos policíclicos en ng/m adsorbidos a las PST y
a las PM10 en las temporadas de secas y lluvias en el Pedregal de San
Ángel durante 1993

HAP PST
Secas

+ EE PST ±
Lluvias

PST
Promedio

anual

± EE

Fenantreno
Fluoranteno

Pireno
Criseno

Benzo( b)f iuoranteno
Benzo(k)f!uoranteno

Benzo(a)pireno

lndeno(1,2,3-cd)pireno

Dibenzo(a,h)antraceno

Benzo(ghi)perileno

Suma

1.45
0.59

0.54

ne

3.24
0.78

0.74

1.33

0.59

2.40

11.66

0.11
0.06

0.03

ne

0.20

0.12

0.16

0.41

0.32

0.46

1.66

1.86
0.23

0.22

0.05

0.90

ne

ne

0.68

ne

0.52

4.45

0.14
0.02

0.01

0.01
0.09

ne

ne

0.37

ne

0.17

0.80

1.66
0.41

0.38

0.05

2.07

0.78

0.74

1.00

0.59

1.46

8.06

0.20
0.18

0.16

0.00

1.17

0.00

0.00

0.33

0.00

0.94

3.60

HAP PM10 ± EE
Secas

PM10 ± EE
Lluvias

PM10
Promedio

anual

± EE

Fenantreno
Fiuoranteno

Pireno
Benzo(a)antraceno

Criseno

Benzo( b)fluoranteno

Benzo(k)f Iuoranteno

Benzo(a)pireno

Dibenzo(a,h)antraceno
Benzo{ghi)perileno

Suma

1.00
0.47

0.43

ne

0.42

1.89

0.27

1.02

ne

1.31

6.81

0.06
0.03

0.03

ne

0.02

0.13

0.12

0.22

ne

0.25

0.85

1.48
0.84

1.21

0.46

1.05

0.49

ne

2.99

1.27

6.51

16.30

0.09
0.06

0.05

0.03

0.05

0.05

ne

0.63

0.39

1.24

2.58

1.24
0.66

0.82

0.46

0.73

1.19

0.27

2.01

1.27

3.91

11.56

0.24
0.18

0.39

0.00

0.32

0.70

0.00

0.98

0.00

2.60

4.75
EE - Error estándar
ne - No encontrado
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Es interesante resaltar que de los diez HAP determinados en ambos tipos de

partículas, nueve se encontraron tanto en PST como en PM10, con excepción del

indeno(1,2,3-cd)pireno que no se observó en las PM10 y la ausencia del

benzo(a)antraceno en las PST. Esto indica que los HAP provienen de la misma fuente

de emisión. La cantidad promedio anual de HAP + el error estándar fue menor en las

PST (8.1+3.6 ng/m3) que en [as PM10 (11.6+4.7 ng/m3) (Tabla 3.8). Sin embargo, no

fueron significativamente diferentes (p>0.05). Aunque se esperaría mayor cantidad

de HAP en PST que en PM10, probablemente el sistema de extracción no tuvo la

misma respuesta para desadsorberlos de las partículas, debido a su composición

química. Las PM10 están constituidas principalmente por sulfatos, nitratos, iones de

amonio, ácidos, cloruros, agua, metales y carbón elemental y orgánico (John et al.

1990), mientras que las PST están formadas en su mayoría por Si, Al, Ti, Mg, Fe,

CaCO3, NaCI, polen, esporas, hongos, fragmentos de plantas y animales y ceniza

(Salazar et al. 1993, Wilson y Suh 1996). Por otra parte, los resultados también

sugieren que la distribución de estos compuestos depende del tamaño de la partícula.

Lo anterior concuerda con los resultados descritos en otros estudios (Van Vaeck y Van

Cawenberghe 1978, Baek et al. 1991, Peltonen y Kuljukka 1995), en donde observaron

que los HAP se concentraron en las partículas respirables de menor diámetro (<3.5

um), en las que han sido hallados del 70 al 90 % de estos hidrocarburos.

Los resultados indican que la cantidad total de HAP fue mayor en las PM10 de

la temporada de lluvias (16.3+2.6 ng/m3) que en la de secas (6.8+0.9 ng/m3),

mientras que en PST fue menor en lluvias (4.5+0.8 ng/m3) que en secas (11.7+1.9

ng/m3).

Las Normas Mexicanas no han establecido los límites permitidos de

concentración de HAP en ambientes extramuros, y Sitting (1994) ha citado algunos

valores límites para diversos lugares de los EUA (Tabla 3.9). Tomando estos datos

como referencia, el promedio anual de benzo(a)pireno adsorbido a PST (0.74 ng/m3)

y a PM10 (2.0 ng/m3), obtenidos en este estudio, rebasaron el límite anual propuesto

para Arizona (0.57 ng/m3) (NATICH 1992). Sin embargo, el primero fue inferior y el

segundo similar al encontrado en Pensilvania (2.0 ng/m3) (TACB 1992), mientras que

el dibenzo(a,h)antraceno en las PST (0.59 ng/m3) y en las PM10 (1.27 ng/m3) rebasó
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los 0.57 y 0.071 ng/m3 marcados para Arizona y Florida, respectivamente (NATICH

1992). Los demás HAP en la tabla¿3.9 fueron superiores a los hallados en este

trabajo (Amador-Muñoz et al, 2002).

Tabla 3.9. Límites de HAP en el aire ambiente establecidos para algunos sitios
de los Estados Unidos de América

HAP

Fenantreno
Fluoranteno

Pireno
Criseno
Benzo(a)pireno

Dibenzo(ah)antraceno

Límite en el aire
ambiente

(ng/m3) (anual)

1,300.00
60.00

3,400.00
50.00

0.57
2.00
0.57
0.07

Lugar en Estados
Unidos de América

Vermont

Louisiana
Vermont

Texas

Arizona
Pensüvania

Anzona
Florida

Referencia

NATICH (1992)

NATICH (1992)
NATICH (1992)
NATICH (1992)
NATICH (1992)
TACB(1992)

NATICH (1992)

Fuente: Datos tomados de Sitting (1994)

Zieiinska et al. (1998) hicieron monitoreos de PST con equipos de grandes

volúmenes de 1994 a 1996 en varios sitios de Arizona (EUA) como Phoenix y Tucson

(zona residencial), Payson (zona montañosa) y Casa Grande (zona agrícola). El

rango de concentración promedio anual en ng/m3 para fluoranteno estuvo entre 5.57

y 7.19, para pireno entre 3.61 y 6.18, para benzo(a)antraceno entre 0.15 y 0.40, para

criseno entre 0.49 y 1.71, para benzo(a)pireno entre 0.43 y 1.79, para indeno(1,2,3-

cd)pireno entre 0.33 y 1.04 y para benzo(gh¡)periieno entre 0.73 y 1.59. Las

concentraciones de fluoranteno, pireno y criseno fueron superiores a las halladas en

las PST de este estudio, sin embargo, los tres últimos se observaron en los intervalos

señalados, incluso, indeno(1,2,3-cd)pireno y benzo(ghi)perileno, superaron estos

rangos en la temporada de secas (Tabla 3.9).

De los compuestos identificados, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,

indeno(1,2,3~cd)pireno y benzo(ghi)perileno son indicadores principalmente de

fuentes vehiculares (gasolina y diesel), de la combustión de la basura, del humo del

tabaco y de la producción de aluminio (Colfier 1972, Collins-Williams et al. 1973,

Berglund et al. 1974, Bidleman y Olney 1975, Grimmer ef al. 1980, Daisey eí al.

1986). Debido a su estabilidad atmosférica se les ha considerado como marcadores
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de los HAP (Nielsen 1984 a, b). Los tres primeros son considerados como

carcinógenos (IARC 1983).

Al contrastar los resultados obtenidos entre el análisis químico y los derivados

de los bioensayos con Salmonella y Drosophila, se nota la ausencia de correlación,

lo que supone la presencia en el ambiente de compuestos químicos cuya naturaleza

es muy diversa generados por emisiones vehiculares y la quema de basura al aire

libre, además de las diversas reacciones que se llevan a cabo entre ellos,

produciendo compuestos secundarios (Lowenthal etai 1995).

Drosophila melanogaster como parte de una batería de bioensayos para el

estudio de los riesgos a la salud por la contaminación ambiental. Ofrece ventajas

básicas sobre otras pruebas de mutagenicidad, debido a que se trata de un

organismo eucarioto con el que se pueden evidenciar los efectos de compuestos de

acción indirecta in vivo. Pero el aspecto más importante es la capacidad que tiene

SMART, para el análisis de ia recombinación somática o mitótica. La cual está

implicada en la pérdida de heterocigocidad y por lo tanto en la manifestación de

enfermedades heredables recesivas o en la progresión de neoplasias, además de

otros procesos como el envejecimiento (Happle 1999). Por lo que aquellos

contaminantes con capacidad recombinagénica juegan un papel muy importante

cuando se trata de sus efectos a la salud. Todo esto ha generado gran interés por

evaluar estos procesos además de la mutagenicidad, las aberraciones cromosómicas

y las aneuploidías, mediante el empleo de ensayos que van desde procariotos, hasta

mamíferos in vivo (Sengstag 1994).

En este sentido, Drosophila melanogaster y especialmente la versatilidad de

SMART para el análisis de compuestos puros y en mezclas complejas, hacen de este

bioensayo una excelente alternativa. Es tan útil para predecir la capacidad

genotóxica y carcinogénica de moléculas específicas, como los bioensayos con

procariotos in vitro, pero además, es tan eficiente como los sistemas eucariotos que

se realizan in vivo,. Esto tomando como ejemplo la correlación observada entre la

genotoxicidad evidenciada en SMART empleando las alas de Drosophila

melanogaster y datos epidemiológicos sobre el uso de tricíclicos antidepresivos,

como factor de riesgo para la aparición de cáncer de mama (Sharpe eí al. 2002).
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Correlación que se demostró, aún sobre bioensayos con linfocitos humanos y

pruebas de mutagenicidad en bacterias.

Las respuestas obtenidas con los dos bioensayos empleados para el análisis

de los extractos orgánicos de aeropartículas, en este y otros trabajos, evidencian la

complejidad de las mezclas ambientales. Además, como se mencionó anteriormente,

dejan claro que existen compuestos de distinta naturaleza que pueden actuar directa

o indirectamente.

Las diferencias observadas entre SMART y Salmonella typhimurium, sobre la

base de la naturaleza de cada uno de los bioensayos, dejan muy claro el hecho de

que los componentes de las mezclas ambientales pueden tener diferentes formas de

acción, lo que lleva a la necesidad de contar con bioensayos que evalúen en forma

eficiente la genotoxicidad, pero que también detecten recombinagénesis.

Finalmente, Drosophila melanogaster tiene una gran capacidad para la

determinación de genotóxicos, por ser un eucariota in vivo, con posibilidad de

metabolizar compuestos genotóxicos, y por la importancia que guarda con la

recombinagénesis, como uno de los posibles orígenes de los eventos que se

recobran, tras su exposición a mezclas complejas. Mientras que con el empleo de

Salmonella typhimurium, únicamente se recobran eventos generados por mutación

puntual y el sistema de metabolización de los agentes xenotóxicos se realiza in vitro,

lo que no necesariamente funciona igual que cuando se lleva a cabo en el

organismo.

De lo obtenido en los bioensayos y en el análisis químico, es claro que existen

contaminantes en el aire de la Ciudad de México, con capacidad para afectar a los

habitantes de esta gran urbe. La presencia de HAP tanto en secas como en lluvias,

pero también ia genotoxicidad inducida en ambos bioensayos en una de las áreas

con menores índices de contaminación, urge a las autoridades y a la sociedad a

analizar y concertar acciones conjuntas para reducir el riesgo a la salud por

contaminantes ambientales. Políticas, programas y acciones encaminadas al

mejoramiento de los combustibles, renovación y mejora de la eficiencia y uso de los

transportes públicos, uso de tecnologías más limpias en los procesos industriales,

comerciales y domésticos y un manejo eficiente de los residuos sólidos, entre otros.
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4. CONCLUSIONES

* Salvo en partículas < a 10 um de diámetro (PM10) de la época de secas, se

observó que la contaminación por material orgánico asociado a las aeropartículas fue

mayor en la época de secas que en la de lluvias, además, fue mayor la cantidad de

materia orgánica extraída (MOE) en PM10 que en las partículas suspendidas totales

(PST), excepto para la época de secas en ciclohexano y acetona.

* Se manifestó mayor concentración de hidrocarburos aromáticos policícíicos (HAP)

de peso molecular menor en PM10 de secas y los de mayor peso molecular en PST

de ambas temporadas.

* En todos los extractos, los resultados evidenciaron que el B(a)A y el B(ghÍ)P fueron

los más persistentes. Posiblemente el comportamiento en cuanto a concentración en

las épocas de lluvias y de secas se debió a la dinámica de distribución con respecto

a su peso molecular y a la forma en que se originan las partículas de distintos

tamaños.

* Se encontró mutagenicidad tanto directa como indirecta en el ensayo con Salmonella

typhimurium, lo que indica claramente la presencia de mutágenos directos e indirectos o

promutágenos, siendo los extractos de PST más mutagénicos que los de PM10.

* En cuanto a la mutagenicidad en Drosophila, el mayor efecto se obtuvo en la cruza

BE, lo que sumado a las observaciones con Salmonella deja muy clara la importancia

de los promutágenos en el ambiente.

* En ambos bioensayos se obtuvo mayor genotoxicidad por unidad de muestreo (m3),

en los extractos de diclorometano y acetona, evidenciando así la influencia que

tienen en los efectos biológicos contaminantes menos polares que ios HAP entre los

que se pueden mencionar hidroxi- metoxi- y nítro-HAP.

* Es importante mencionar que ambos bioensayos correlacionaron entre sí, en

cuanto a la relación de la respuesta genotóxica y la concentración de material

particulado, lo que al mismo tiempo corresponde, aunque no con claridad, con la

MOE obtenida.

* No se observó correlación directa con el análisis químico. El comportamiento de los

distintos compuestos detectados y la respuesta genotóxica, son indicadores que en
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conjunto aportan elementos para establecer, las relaciones entre los contaminantes

presentes en el ambiente.

* El empleo de las dos cruzas de Drosophila permitió detectar la existencia de gran

cantidad de promutágenos, lo que también concuerda con lo observado en

Salmonella.

* Con SMART en Drosophiia melanogaster, se pudieron reconocer efectos

genotóxicos diferentes de los obtenidos con Salmonella typhimuríum, sobre todo por

el hecho de que la mosca de la fruta es un eucarioto con capacidad metabólica in

vivo y cuyo espectro de detección incluye eventos de recombinación en células

somáticas, lo que le da al bioensayo un valor especial por la relación que guarda con

la inducción de procesos cancerosos.

* Del análisis químico se identificaron 10 hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) en

PM10 y en PST. Los que corresponden a: benzo(ghi)perileno, indenoCl^S-cdÍpireno,

benzo(b)fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(a)pireno y fenantreno. Mismos que

presentaron promedios anuales mayores a 1 ng/m3. De ellos, los tres primeros son

indicadores de emisiones vehiculares (gasolina y diesel) y de la quema de basura al aire

libre, actividades que muy probablemente sean las principales fuentes de emisión en la

zona de muestreo.

*La presencia de HAP indicativos de emisiones vehiculares, pero también de la

quema de residuos sólidos y la evidencia de que existen compuestos genotóxicos en

el aire de una de las zonas con índices relativamente bajos de contaminación

ambiental, deja clara la necesidad de contar con programas eficientes para abatir la

contaminación en la Ciudad de México. Acciones tendientes sobre todo a mejorar el

transporte público, reducir el uso de vehículos particulares y hacer eficiente el

manejo de los residuos sólidos domésticos.
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