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Resumen

Los compuestos orgénicos asociados con las particulas suspendidas del aerosol atmosférico y que son
medidas en la materia organica extraible (MOE), incluyen una gran variedad de sustancias entre las que
es posible destacar a los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), que han sido ampliamente
estudiados debido al potencial mutagénico y carcinogénico que poseen. El dafio al material genético
representa la primera etapa involucrada en la mutagénesis, en la carcinogénesis y en el envejecimiento,
dichas alteraciones se pueden evidenciar en forma de aductos, rompimientos de cadena sencilla,
modificacion de bases nitrogenadas, formacion de sitios apdricos y apirimidicos (sitios AP),
entrecruzamientos DNA-proteinas y sitios alcali-labiles.

Con el fin de evaluar el riesgo por exposicion a los contaminantes presentes en el material particulado,
es necesario contar con muestras o mas integras posibles. La complejidad debida a la cantidad y a la
variedad de especies quimicas que las componen ha llevado a determinar los efectos producidos por la
muestra total y la variacion de ésta dependiendo del lugar de origen y la época en la que fue colectada.
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto genotoxico de la mezcla completa de material organico
extraido del aerosol atmosférico y compararlo entre diferentes localidades con actividades comerciales
distintas para verificar la relacion que existe entre el tipo de particulas que se emiten y el dafio al DNA.
Para esto se prob6 la MOE colectada de 3 zonas del area metropolitana de la Ciudad de México
(Tlalnepantla, La Merced y Coyoacan) en la época de secas frias (noviembre), secas calidas (marzo) y
lluvias (julio). Se expusieron linfocitos aislados de sangre completa a 4 diferentes concentraciones de
dichas muestras, las cuales fueron 20, 40, 60 y 80 pg/mL con un tiempo de tratamiento de 4 horas en
presencia y ausencia de la fraccion enzimatica S9 de higado de rata con el fin de llevar a cabo el
metabolismo de compuestos que lo requieran para generar efectos adversos al organismo y asi poder
evaluar tanto compuestos de accion directa como indirecta de la misma muestra. Se realizd la
electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa para detectar migracion de fragmentos de DNA por
célula, se analizaron 100 cometas por cada laminilla, se realizaron por duplicado en cada grupo
experimental, el momento de la cauda se tomé como valor representativo del dafio al DNA. Los
resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con la prueba Kruskal-Wallis y la prueba post hoc
de Dunn para evaluar las diferencias entre cada tratamiento.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes, en el caso del dafio genético de cada sitio por temporada
en noviembre (secas frias) se observo diferencia entre todas las concentraciones del grupo con S9y en
el que carecia de ella en Tlalnepantla y Coyoacan, para el caso de La Merced 80 pg/mL no fue
diferente entre ambos grupos. Los valores més altos de momento de cauda en ausencia de fraccion
enzimatica en la concentracion mas alta se observaron en Coyoacan, para el caso del grupo en
presencia de S9 la mayor cantidad de dafio se presentd en La Merced para las 4 concentraciones. En
marzo (secas calidas) unicamente en las muestras de Tlalnepantla se not6 diferencia entre el grupo con
S9 y sin ella en todas las concentraciones utilizadas de MOE. Los valores més elevados de momento de
cauda se manifestaron en las muestras de Tlalnepantla y la Merced en 60 y 80 pg/mL en el grupo
expuesto sin fraccion enzimatica, los mas altos en el grupo con presencia de S9 no mostraron diferencia
entre las 3 estaciones. En julio (lluvias) con las muestras de Tlalnepantla, La Merced y Coyoacan se
presento diferencia entre el grupo de linfocitos expuesto con S9 y en ausencia de ésta. EI momento de
cauda mas elevado en los grupos sin fraccion enzimatica se evidencié en Tlalnepantla, para los grupos
con S9 en la Merced se mostré el momento de cauda mas elevado en casi todas las concentraciones, 80
pg/mL lo compartioé con Coyoacan.

En el caso del dafio genético de temporada por estacion, en Tlalnepantla los tratamientos con la MOE
de esta estacion demostraron que tanto en noviembre como en marzo hubo diferencia entre los grupos
con S9 y sin ella en todas las concentraciones, en julio solo se aprecid esto en 60 y 80 pg/mL. Los
valores mas altos en los grupos que se expusieron con fraccion enzimatica no presento diferencias entre
las 3 temporadas, para el caso de los grupos que contaron con la presencia de S9, la mayor cantidad de
dafio se aprecid en noviembre y en marzo. En las muestras de La Merced se presentaron diferencia



entre el grupo con S9 y el que carecia de ella en casi todas las concentraciones en noviembre, marzo y
julio. Los valores mas altos de momento de cauda se manifestaron en noviembre y marzo en 80 pg/mL,
esto en el caso de los grupos que no tuvieron fraccion enzimatica, en los que si hubo ocurrié en 60 y 80
pg/mL en noviembre. En Coyoacén los tratamientos con las muestras correspondientes a noviembre
presentaron diferencia entre el grupo en presencia de S9 y en ausencia de ella en todas las
concentraciones de MOE, en marzo solo en 80 pg/mL y en julio a partir de 40 pg/mL. EI momento de
cauda mas alto, en los grupos sin fraccion enzimatica, se observé en noviembre en casi todas las
concentraciones, en presencia de dicha fraccion no se observd diferencia significativa entre las 3
temporadas.

Estos resultados muestran que existen diferencias en los niveles de dafio al DNA en linfocitos

expuestos a MOE en presencia y ausencia de S9 entre las temporadas y los sitios. Este comportamiento
refleja que la respuesta de los linfocitos a la MOE se debe a la composicion de la misma, la cual varia
en los diferentes sitios debido a las fuentes de emision de contaminantes. En los grupos con mayor
dafio en ausencia de S9 podria deberse a que predominan los compuestos de accion directa y donde
hubo la mayor respuesta con fraccién enzimatica es reflejo de la presencia y abundancia de compuestos
que requieren activacion metabolica para generar efectos adversos.

En cuanto a las temporadas la mayor cantidad de dafio se observo en temporada de secas frias lo cual se
puede deber a diversos factores, siendo la inversion térmica uno de los principales y en el caso de los
valores elevados observados en secas calidas es posible explicarlo por la oxidacién de compuestos
debido al incremento de las temperaturas en esta temporada, el decremento en lluvias se puede deber a
que factores ambientales como el viento y la humedad que se ven incrementados ayudan a que se
eliminen los compuestos que son emitidos y pueden generar diversas afectaciones en el organismo.

Es posible concluir que si bien el tipo de emisiones de cada sitio varia y tiene relevancia para la
generacion de dafio al DNA, son las condiciones ambientales las que ejercen un papel muy importante
en el potencial genotdxico de los compuestos organicos emitidos a la atmdésfera, éstas pueden afectarlo
para volverlos mas reactivos o facilitar la interaccién de los mismos para generar nuevos compuestos
con mayores posibilidades de generar efecto adverso.



Abstract

The organic compounds associated with the particle matter within the atmospheric aerosol can be
measured through the organic extracted matter (OEM), includes a wide range of compounds such as
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), which have been widely investigated due to their mutagenic
and carcinogenic potential. Damage to the genetic material is the first step involved in mutagenicity,
carcinogenicity and aging, these alterations can be shown in various forms like aducts, single strand
breaks, nitrogenous base modification, formation of apurinic and apirimidic sites (AP sites), DNA-
protein exchange and alkali-labile sites.

In order to assess the exposure risk to contaminants present in the particulate matter it is necessary to
have integrated samples. The complexity due the amount and variety of chemical species that compose
them lead to determine the effects produced by the complete mixture and his variation that occurred
through seasons and sites where it was collected.

The objective of this study was to evaluate the genotoxic effect of the complete mixture of organic
extracted matter from atmospheric aerosol and to compare it between various sites with different
commercial activities to verify the relation between the type of particle that are emitted and the DNA
damage. The OEM was collected from three sites of the metropolitan area of Mexico City
(Tlalnepantla, La Merced and Coyoacéan) in cold dry (November), hot dry (March) and rainy season
(July). Isolated lymphocytes were exposed to 4 different concentration of these samples, 20, 40, 60 y
80 pg/mL, during four hours in the presence and absence of the enzymatic fraction S9 from rat liver to
carry out the metabolism of compounds who require it to generate negative effects on the organism and
to evaluate both direct and indirect compounds of the same sample. Alkaline electrophoresis was
performed to detect DNA fragments migration, 100 cells were assessed per slide, each experimental
group had his duplicate, tail moment was took as representative value for DNA damage. The results
were statistically analyzed with Kruskal-Wallis test and Dunn post hoc to evaluate differences between
each treatment.

The results obtained were as follow, for the genetic damage in each site by season in November (cold
dry) differences between every concentration was observed in the group with S9, without it in
Tlalnepantla and Coyoacan, in the case of la Merced 80 pg/mL was not different in both groups. The
highest values of tail moment without S9 in the highest concentration were observed in Coyoacan, with
the enzymatic fraction la Merced presented this value in the four concentrations. In March (hot dry)
only Tlalnepantla shows difference between the group with and without S9 in all the OEM
concentrations. The highest values of tail moment were evidenced in Tlalnepantla and La Merced in 60
and 80 pg/mL in absence of S9, when it was present no difference were show between the 3 sites. July
(rainy) shows difference between all the sites in the groups with and without S9. The maximum tail
moment was shown in Tlalnepantla in absence of the enzymatic fraction, in presence of this La Merced
and Coyoacan show the highest value in 80 pg/mL.

For the genetic damage by season in each site, Tlalnepantla shows differences between treatments with
and without S9 in November and March, July only shows this behavior in 60 and 80 pg/mL. The
highest values in the groups exposed with S9 were not different between the 3 seasons, in the opposite
case the maximum values were observed November and march. La Merced shows difference between
the groups with and without S9 in almost every concentration of OEM in November, March and July.
The maximum values of tail moment in absence of S9 were observed in November and March at the
concentration of 80 pug/mL, when it was present this occurred in 60 and 80 pug/mL in November. The
Coyoacan samples that correspond to November presented differences between groups with and
without S9 in every concentration of OEM, in March only at 80 pg/mL and July from 40 to 80 pg/mL.
The highest tail moment without enzymatic fraction occurred in November in almost all concentration,
with S9 there was no difference between the 3 seasons.

These results showed the differences between DNA damage levels in lymphocytes exposed to OEM in
the presences and absence of S9 between seasons and sites of collect. This behavior reflects that the



lymphocytes respond to OEM dependimg on the composition of the samples which varies through the
different sites due to the emission sources in each one of them. The effect on the groups with the
highest levels of damage without S9 fraction could depend on the predominance of compounds that
cause damage directly while those groups that presented high levels of DNA damage in presence of the
enzymatic fraction could be the reflection of the compounds that requires metabolic activation to fulfill
their genotoxic potential.

As for the seasons, the maximum values of tail moment were observed on dry cold which could be due
to various factors that influence the composition being thermal inversion one of the most important, the
damage observed in warm cold could be explain by the oxidation of compounds because of the increase
of temperature in this season, the decrease of the DNA damage observed in rain season may be due to
ambient factors like wind and humidity which help clean the air and get ride off the compounds that
may generate adverse effects to the organism.

It is possible to conclude that although the type of emissions of each site varies and has relevance for
the generation of damage to DNA, it is the environmental conditions that exert a very important role in
the genotoxic potential of the organic compounds emitted to the Atmosphere, because they can affect it
to make them more reactive or facilitate the interaction of them to generate new compounds with

greater chances of generating adverse effect.



1. Introduccion
1.1. Contaminacion atmosférica

Un contaminante atmosférico es cualquier sustancia de origen quimico o biolégico que al
agregarse al aire puede modificar sus caracteristicas naturales. Dichos contaminantes
atmosféricos pueden ser de origen natural, tales como los productos de la erosion y de los
incendios forestales o antropogénico. Estos Ultimos se han incrementado rapidamente debido
a la industrializacion y la urbanizacion (Mayer 1999, Vallejo et al. 2003, Molina y Molina
2004, INECC 2012).

Los contaminantes atmosféricos se clasifican por su origen en:

- Primarios: se encuentran en la atmosfera tal y como fueron emitidos por procesos
naturales o por actividades del ser humano, por ejemplo: plomo, monoxido de
carbono, Oxidos de azufre, Oxidos de nitrogeno, hidrocarburos y particulas
suspendidas (Vallejo et al. 2003, INECC 2012).

- Secundarios: son originados en la atmosfera por la interaccion quimica o fotoquimica
entre dos 0 mas contaminantes primarios, por ejemplo: ozono, sulfatos y nitratos
(Vallejo et al. 2003).

1.1.2. Contaminacioén en la Ciudad de México

La Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) comprende las 16 alcaldias de la
Ciudad de México, 59 municipios del Estado de México y uno de Hidalgo (OECD 2015). La
ZMVM es una megaciudad, es decir, un area metropolitana con méas de 10 millones de
habitantes y es considerada una de las ciudades mas contaminadas de México y del mundo
(Molina y Molina 2004). Debido al acelerado crecimiento de la poblacién y, por tanto, de los
servicios, existe una enorme demanda de energia y de transporte lo que ha generado
importantes consecuencias en la atmodsfera (Roubicek et al. 2007). El inventario de emisiones
de la ZMVM reporta que las emisiones anuales de contaminantes son mayores a los 3
millones de toneladas, de los cuales 2.7 millones provienen de los vehiculos, 35 000 de las
industrias y servicios y el restante de otras fuentes como suelos y vegetacion (Rivero-Rosas
et al. 1997, Amador-Mufioz et al. 2001, Molina y Molina 2006). Con el fin de medir la

calidad del aire y contribuir al bienestar de la poblacidn, se han identificado ciertos



contaminantes como altamente nocivos para la salud de los seres humanos y se les ha
denominado “contaminantes criterio” que incluyen a los compuestos organicos volatiles, el
mondxido de carbono, los Oxidos de azufre, los 6xidos de nitrogeno, el ozono y a las
particulas suspendidas (PM1o y PM25) (SMA 2010, INECC 2012).

1.2. Particulas suspendidas: composicion y efectos sobre a la salud

Las particulas suspendidas (PS) son una mezcla compleja de solidos y liquidos que se pueden
formar de compuestos organicos, metales o de particulas de suelo y polvo. Generalmente,
estan constituidas de un nacleo de carbon inerte cubierto por moléculas contaminantes que
se adsorben a su superficie, entre los que se encuentran metales, sales, compuestos de azufre,
pequefios componentes organicos y materiales traza (Roubicek et al. 2007). Estas particulas
actan como vehiculos de otras sustancias toxicas que se adosan a su superficie e incluyen
sustancias como compuestos organicos, especialmente hidrocarburos aromaticos

policiclicos, sulfatos, nitritos y determinados metales pesados (Machado et al. 2008).

- Particulas burdas con un diametro aerodinamico menor a 10 um (PM1o) pueden entrar
directamente al aparato respiratorio y depositarse en diferentes regiones. Estas
provienen principalmente de la suspensién o resuspension de polvo, suelo u otros
materiales que surgen del pavimento, minas, volcanes, entre otros (Vallejo et al. 2003,
Pope 111y Dockery 2006).

- Particulas finas con un didmetro aerodindmico igual o menor a 2.5 pm (PM2s),
permanecen mas tiempo en el aire y se transportan a mayores distancias que las PMyy,
debido a esto tienen mas impacto en la salud, ya que estas particulas pueden penetrar
hasta los alveolos pulmonares en donde se depositan. Son originadas por las fuentes
moviles, particularmente las que usan diésel (Vallejo et al. 2003, SMA 2010, INECC
2012).

- Particulas ultrafinas son aquellas que tienen un diametro aerodindmico menor a 1 um,
estdn compuestas por los productos de quemas agricolas y forestales y por la
combustion de gasolina y diésel. Sin embargo, permanecen aisladas en la atmosfera
durante periodos de tiempo corto ya que tienden a unirse a particulas de mayor
tamario (Vallejo et al. 2003, INECC 2012).



El efecto sobre la salud de las PS depende de su tamafio y composicion quimica. Las
particulas con didmetro mayor a 10 um tienen una vida media en suspension relativamente
baja y son filtrados facilmente por la nariz, conforme disminuye el tamafio de estas particulas
tienen una mayor probabilidad de penetrar hasta los alveolos y llegar a la circulacién para
distribuirse a lo largo de todo el organismo. En cuanto al origen, estas particulas pueden
provenir de diferentes fuentes. Las burdas (PM 10) se generan naturalmente del suelo, las
finas (PM 2.5) se derivan principalmente de los procesos de combustién e incluyen
compuestos organicos secundarios, asi como organicos volatiles, debido a esto dichas
particulas son las mas abundantes en zonas urbanas debido a la alta combustion (Pope 111y
Dockery 2006).

La Organizacion Mundial de la Salud estima que las concentraciones de PM 2.5 contribuyen
aproximadamente con 800 000 muertes prematuras por afio posicionando a las PM en el lugar
décimo tercero de causas de mortandad a nivel mundial (WHO 2005). Se ha descrito que las
PS generan efectos adversos a la salud, entre éstos se han asociado problemas respiratorios,
cambios en el ritmo cardiaco, asi como severas alteraciones pulmonares y de corazén que
conllevan a la muerte (Thurston et al. 1994, Schwartz et al. 1996, Pope 2000, Davidson et
al. 2007). Ademas, se observa mayor impacto sobre grupos vulnerables como lo son la
poblacion infantil y los adultos mayores. En los nifios menores de un afio se afecta el
desarrollo pulmonar y en los adultos mayores se asocia con el aumento de muertes por
enfermedades respiratorias, complicaciones cardiovasculares y cancer de pulmén (WHO
2005, Gonzélez-Villalba et al. 2006, Gutiérrez-Castillo et al. 2006, Ferrer-Carbonell y
Escalante Semerena 2009). Las PS pueden contribuir a enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares mediante inflamacion sistémica, activacion directa o indirecta de la

coagulacién y translocacion directa a circulacion sistémica (Anderson et al. 2012).

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud, los efectos de la contaminacion se asocian
primordialmente con los provenientes de la quema de combustibles fésiles, es decir, las
fuentes mdviles son las principales responsables y por lo tanto del deterioro de la calidad del
aire, lo cual esta estrechamente relacionado con el incremento y la antigliedad de los
vehiculos y la calidad de los combustibles. En la ZMVM este problema se ha agravado por

las condiciones climéticas y topograficas (Ferrer-Carbonell y Escalante Semerena 2009).



1.3. Particulas suspendidas y compuestos organicos

La composicion quimica de las PS varia ampliamente y depende de diversos factores, tales
como, fuentes de combustion, clima, temporada y el tipo de contaminantes urbanos o
industriales que se emiten. Los principales componentes del material particulado son
compuestos organicos adsorbidos a otras particulas, los cuales pueden ser especies organicas
volatiles o semivolatiles como hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), nitro-HAPSs,
metales de transicion, iones, gases reactivos, materiales de origen bioldgico y minerales (de
Kok et al. 2006, Valavanidis et al. 2008).

La fraccion de PM 10 consta de diversos materiales, sal marina y factores biol6gicos como
polen y bacterias, y son generados por procesos mecanicos a diferencia de las PM 2.5 cuya
principal via de generacién son los procesos de combustidn y que constan principalmente de
metales, especies organicas y particulas secundarias (Squadrito et al. 2001).

Los mecanismos de formacion del aerosol organico secundario son complejos y los tipos de
productos que se generan dependen de diversas condiciones de combustién, asi como de las
peculiaridades atmosféricas y meteoroldgicas (Lim y Ziemann 2009). Las particulas méas
pequefias tienden a ser las formadas por procesos de combustion o de conversion gas-
particula lo que resulta en la composicion compleja del material particulado e incluyen
generalmente sulfatos, nitratos y compuestos organicos, particularmente polares oxidados
(Finlayson-Pitts y Pitts 1997). Estos, dependiendo de su naturaleza, pueden tener efectos en

la salud de manera directa o indirecta.

Los compuestos de accion directa son los que al ser emitidos ya poseen la reactividad
necesaria para interactuar con su blanco y por tanto generar efectos adversos al organismo.
Se han identificado varios nitro-HAPs, como 1-nitropireno, 3-nitrofluoranteno y varios di-
nitropirenos que tienen un potencial mutagénico directo muy fuerte (IARC 1989). Diversos
compuestos con estas caracteristicas como mono Yy di-nitro-HAPs se han identificado en
extracto de particulas generadas de combustion primaria colectada de hollin de diésel,
escapes de automoviles, ceniza de carbon, humo de madera y aire de ambientes contaminados
(Westerholm y Egebéck 1994, Finlayson-Pitts y Pitts 1997).



Por otro lado, los compuestos de accion indirecta requieren activacion metabdlica para
volverse electrofilicos y asi ejercer sus potencial carcinogénico. Entre los principales agentes
de esta clase que se encuentran como contaminantes en el aerosol atmosférico estan los HAPs
como el benzo(a)antraceno, benzo(k)fluoranteno, indenol(1,2,3-cd)pireno,

dibenzo(ah)antraceno y benzo(a)pireno (Amador-Mufioz 2001, de Kok et al. 2006).

Los compuestos organicos presentes en el material particulado se pueden estudiar mediante
la separacion de dicha fraccion utilizando una serie de disolventes organicos para asi asegurar
la mayor cantidad de compuestos, a ésta se le conoce como materia organica extraida (MOE).
Keane et al. (1991) demostraron que dicha fraccidén genera una respuesta mutagénica tanto
de compuestos de accion directa como indirecta.

1.3.1. Compuestos organicos y genotoxicidad

Se han propuesto diversos mecanismos por los cuales el material particulado genera efectos
adversos a la salud, el mas importante es el estrés oxidante a través de la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Schnelle-Kreis et al. 2001) que dan inicio a la
peroxidacion lipidica de las membranas celulares (Avila-Costa et al. 2004). Los radicales
libres presentan un electréon desapareado o impar en el orbital externo, lo que le da una
configuracién inestable. Estos radicales derivados del oxigeno representan la clase mas
importante de especies generadas en los sistemas bioldgicos. Las ROS son agentes toxicos y
generadores de patologias debido a que constituyen un mecanismo molecular de dafio cuando
los animales son sometidos a altas presiones de oxigeno y a radicales des-ionizantes. El
desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes causa efectos toxicos y la produccion de
radicales libres es un fenémeno implicado en el envejecimiento y en la carcinogénesis
(Avello y Suwalsky 2006, Valko et al. 2006, Mayor-Oxilia 2010).

Los radicales libres causan distintos tipos de dafio al DNA. Pueden formar aductos,
rompimientos de cadena sencilla, modificacion de bases nitrogenadas, formacion de sitios
apuricos y apirimidinicos (sitios AP), entrecruzamientos DNA-proteinas, sitios sensibles al
alcali y con menor frecuencia, ruptura de cadena doble. Los efectos genotdxicos pueden ser
provocados por la interaccion directa de los xenobidticos con el material genético o de
manera secundaria por el estrés oxidante (Risom et al. 2005, Metha et al. 2008, Manke et al.
2013).



Se ha desarrollado un modelo de 3 pasos para explicar el proceso por el cual el estrés oxidante
genera dafio celular y subsecuentemente efectos adversos a la salud. En la primera fase,
diversos factores de transcripcion (como el factor nuclear eritroide-2, Nrf2) inducen diversas
enzimas antioxidantes, tales como la catalasa y la superoxido dismutasa, las cuales aminoran
la presencia de ROS y asi evitan que se lleve a una respuesta desfavorable al organismo (Li
et al. 2003, Cho et al. 2010). En la segunda fase, si la respuesta antioxidante falla o no es
suficiente para solventar los niveles de produccion de especies reactivas de oxigeno resulta
en una situacion proinflamatoria, mediada por MAP-cinasas y cascadas de sefializacion de
NF-kB que son responsables de la expresion de citocinas y quimosinas (Chan y Kan 1999,
Xia et al. 2006). La tercera fase ocurre cuando los niveles de estrés oxidante son altos y los
mecanismos antioxidantes se han visto rebasados, en este caso se involucra la mitocondria

que libera factores que inducen apoptosis (Hiura et al. 2000, Valavanidis et al. 2008).

Diversos estudios han demostrado que el potencial oxidante de las particulas finas y ultrafinas
es resultado de la gran cantidad de compuestos organicos presentes, tales como, quinonas y
HAPs. El potencial carcinogénico de las quinonas es consecuencia de la formaciéon de ROS
mediante reacciones redox y la inclusion de iones metalicos y NADPH (Qui y Cadenas 1997,
Hirakawa et al. 2002). Por otro lado, las principales vias de activacion metabdlica de los
HAPs son: generacion de dioles epoxidicos catalizados por el citocromo p450 lo que lleva a
la formacidn de aductos, produccion de radicales cationes catalizados por peroxidasas del
citocromo y constitucion de quinonas redox-activas catalizadas por dihidrodiol
deshidrogenasas, lo cual contribuye a la carcinogénesis causada por los HAPs (Danissenko
et al. 1996, Ohnishi y Kawanishi 2002).

Estudios recientes muestran que las particulas de diésel de escapes generan radicales libres
de oxigeno, aniones superdxido y otras especies de oxigeno lo cual causa peroxidacion
lipidica, asi como lesiones al DNA. El dafio al material genético representa la primera etapa
involucrada en la mutagénesis, en la carcinogénesis y en el envejecimiento (Risom et al.,
2005, Mayor-Oxilia 2010, Manke et al. 2013).



1.4. Pruebas para detectar genotoxicidad

Los seres humanos estan expuestos a una amplia variedad de agentes que son potencialmente
peligrosos para el DNA. Existen diferentes técnicas para detectar el dafio al material genético,

entre ellas se encuentran:

- Ensayo de micronucleos: detecta la pérdida de material genético debido a procesos
aneugeénicos o clastogénicos (Fenech 2000).

- Ensayo cometa: es una prueba dependiente de pH en donde el DNA es
desnaturalizado y sometido a electroforesis para analizar el dafio primario sobre el
material genético, identificado como rompimientos en las hebras de DNA (Tice et al.
2000).

1.4.1. Electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa pH>13)

Entre las pruebas mas utilizadas para detectar actividad genotdxica se encuentra la
electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa. Esta técnica ha sido propuesta como un
método sensible para la deteccién de dafio y reparacion del DNA (Altamirano-Lozano et al.
1996, Tice et al. 2000, Mussali-Galante et al. 2005).

Entre las ventajas de este ensayo se encuentran: la aplicacion en una gran variedad de células
eucariontes, la alta sensibilidad para detectar bajos niveles de dafio (de 50 a 15 000
rompimientos por célula), la poca cantidad de muestra que requiere (de 10 000 a 50 000
células), es poco invasiva si se trabaja con sangre periférica, se puede aplicar en muestras

frescas o congeladas, ademas es de facil y rapida realizacion (Tice et al. 2000).

Este método consiste en embeber células en geles de agarosa, lisarlas en una solucién rica en
sales y detergentes, posteriormente el DNA expuesto es sometido a electroforesis bajo
condiciones alcalinas (pH>13), éste se neutraliza, se fija con etanol absoluto y por Gltimo se
fluorocromiza con fluorocromos. La apariencia final asemeja un cometa: la cabeza, que esta

formada por DNA intacto y la cola por los fragmentos (Mussali-Galante et al. 2005).

Dependiendo de la variante utilizada, esta técnica permite detectar rompimientos de cadena
sencilla y doble, sitios alcali-labiles, entrecruzamientos DNA-DNA/DNA-proteinas y sitios
retardados de reparacién (Tice et al. 2000, Mussali-Galante et al. 2005). La evaluacion del

dafio al material genético evidenciado mediante el ensayo cometa se puede cuantificar de
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diversas maneras como el indice de migracién propuesto por Rodriguez-Mercado et al.
(2011) o la implementacion de diferentes programas computacionales, por ejemplo “Comet
Assay IV”, el cual proporciona diversos parametros entre los cuales el momento de la cauda,
que se define como el producto de la longitud de la cauda y la cantidad de DNA presente en
la misma, y cuyo valor es utilizado frecuentemente como el parametro principal de dafio al

material genético (Burlison et al. 2007).
1.5. Antecedentes

Con respecto a los compuestos presentes en el material particulado, éste puede variar por un
gran namero de razones, entre las que se pueden destacar, clima, estacion del afio y tipo de
emisiones de la zona (Valavanidis et al. 2008). Se han llevado a cabo diferentes estudios con
material organico extraido (MOE) de particulas para determinar sus efectos genotdxicos. Oh
et al. (2011) evaluaron el efecto de PM 2.5 colectada de areas con elevadas cantidades de
trafico en la ciudad de Suwon, Corea utilizando la linea celular BEAS-2B de epitelio
bronquial a través del ensayo de micronucleos, obtuvieron el incremento de éstos de manera
dosis dependiente y al utilizar agentes antioxidantes se vio disminuida la genotoxicidad
producida por estas muestras, por Gltimo realizaron el fraccionamiento parcial del material
colectado y encontraron que los compuestos alifaticos, aromaticos y ligeramente polares
como HAPs, nitro HAPs, quetonas y quinonas fueron los agentes con mayor implicacién en
este comportamiento. Carreras et al. (2013), utilizando el ensayo cometa y de micronucleos,
evaluaron la composicién y efecto mutagénico de HAPs asociados a particulas en Cérdoba,
Argentina durante 3 periodos: Marzo-Abril, Junio-Julio y Noviembre-Diciembre, las
mayores concentraciones de HAPSs y sus nitroderivados se encontraron durante el invierno
en ambas pruebas de genotoxicidad, respecto a estos Gltimos 9-nitropireno, 3-nitrofenantreno
y 9-nitrofenantreno fueron los méas abundantes, lo cual concuerda con otro estudio realizado
en México por Valle-Hernandez et al. (2010). Entre los estudios realizados en México
evaluando compuestos organicos y su efecto genotoxico y que tienen alta relevancia para la
presente investigacion se encuentra el de Villalobos-Pietrini et al. (2007), que utilizaron dos
cepas de Salmonella typhimurium, las cuales responden tanto a agentes de accion directa
como indirecta, ademas de ser sensibles a HAPs, realizaron el fraccionamiento por polaridad

de la MOE y encontraron correlacion entre los niveles de mutagenicidad que presentaron las



bacterias y la polaridad de la muestra, por lo que las fracciones més polares fueron las que
provocaron la mayor actividad mutagénica. De igual manera observaron que al combinar las
fracciones se not6 una reduccion del potencial mutagénico lo cual se debid a la interaccion
de los compuestos presentes en la muestra y no a una actividad antimutagénica por parte de
las bacterias, y el de Amador-Mufioz et al. (2013) donde realizaron un analisis de 4 afios
midiendo la cantidad de HAPs en PM 10 y encontraron que existe diferencia en las
concentraciones de masa a través de las estaciones del afio, siendo la temporada de secas
(noviembre-abril) donde se presenta la mayor cantidad. Diversos factores como humedad,
temperatura y viento actian como mecanismo de limpieza de la atmésfera para eliminar el
material particulado y los compuestos orgéanicos en la atmosfera lo que explica las

variaciones estacionales observadas.
2. Justificacion

Debido a la problematica de la contaminacién ambiental ocasionada por el aumento de la
poblacién y flota vehicular asi como a la falta de estudios de los compuestos presentes en la
fraccion orgénica del aerosol atmosférico, resulta de gran importancia evaluar el dafio que la
contaminacion atmosférica ocasiona en el DNA debido a que la estabilidad de esta

biomolécula es de crucial importancia.
3. Hipotesis

Si los agentes que componen la fraccidn organica de la MOE generan dafio de manera directa,
se observara un elevado nivel de éste al DNA en las concentraciones sin fraccidon enzimatica
S9, pero si estos compuestos necesitan ser metabolizados para generar el maximo efecto
genotdxico, los grupos tratados con el agente metabdlico afectaran en mayor medida el

material genético.
4. Objetivos
4.1. Objetivo General

Evaluar en linfocitos humanos de sangre periférica en ausencia o presencia de la fraccion
enzimética S9 el efecto genotdxico de la MOE de PM2 s de diferentes sitios y temporadas de

monitoreo en la ZMVM.



4.2. Objetivos Particulares

1.- Evaluar el efecto genotdxico de la MOE producido tanto por compuestos de accion directa
como de accion indirecta, estos Ultimos mediante la implementacion de la fraccion

enzimatica S9.

2.- Comparar los niveles de dafio al DNA ocasionados por MOE de 3 temporadas en las
diferentes estaciones para determinar la existencia de variaciones en la composicién y efecto

de las muestras por temporada y sitio de colecta.
5. Método

5.1. Area de estudio

5.1.1. Sitios de colecta

En el caso de los sitios de colecta, en la ZMVM se presentan zonas drasticamente diferentes
tanto por las actividades que se llevan a cabo, como por su nivel econémico, por lo que se
decidi6 seleccionar tres zonas que fueran contrastantes en los ambitos antes mencionados y
éstas fueron Tlalnepantla, que representa la zona noroeste, La Merced, la zona centro y
Coyoacan, el suroeste de la ciudad.

5.1.1.1 Tlalnepantla

Tlalnepantla de Baz es uno de los 125 municipios pertenecientes al Estado de México y
consta de 83.74 km? de superficie y posee 683 808 habitantes. De acuerdo al Inventario de
Emisiones de 2014 este municipio es uno de los 3 principales dentro de la ZMVM en cuanto
a concentracion de industrias, siendo los sectores mas abundantes la industria quimica, la
manufactura de productos metalicos, elaboracion de plastico y hule y la industria metalica
béasica, este tipo de actividades contribuyen en gran medida a las emisiones de PM 2.5 debido

a los procesos de combustion y el manejo de material prima.
5.1.1.2. La Merced

La Merced es un barrio perteneciente a la alcaldia Cuauhtémoc, la cual tiene una poblacion
de aproximadamente 521 348 habitantes y una superficie de 32.44 km?. De acuerdo al

Inventario de Emisiones de 2014, esta alcaldia es donde se concentran la mayoria de los
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comercios y servicios regulados de la CDMX, siendo los mas abundantes restaurantes, sector
hotelero y tiendas de autoservicio y departamentales. La relevancia del sector de comercios
y servicios en términos de la calidad del aire, se debe a la cantidad y la diversidad de
actividades que desarrollan, las cuales de manera individual generan bajas emisiones; sin
embargo, en su conjunto éstas pueden llegar a ser significativas, este sector genera

compuestos organicos volatiles.
5.1.1.3. Coyoacén

Coyoacan es una de las 16 alcaldias de la Ciudad de México, posee una superficie de 54.4
km? y tiene alrededor de 620 416 habitantes. Esta alcaldia no figura en el Inventario de
Emisiones pero debido al tipo de actividades que se llevan a cabo ahi, principalmente el
turismo, aunado al cambio del paisaje que existia en este lugar debido al rapido crecimiento
de la mancha urbana también genera emisiones entre las que se podrian encontrar compuestos
derivados de la quema de combustibles fosiles como PM, compuestos organicos volatiles y

una variedad de metales de transicién, por ejemplo el vanadio.
5.1.2. Temporadas estacionales de colecta

Las temporadas estacionales de colecta se determinaron de acuerdo al estudio de Amador-
Mufioz et al. (2010), en el cual dividieron en temporada de lluvias (mayo-octubre) y secas
(noviembre-abril) de acuerdo a las variaciones de humedad relativa y las coincidencias
historicas del comportamiento de las estaciones observadas por Jauregui (2000). Asimismo,
subclasificaron la temporada de secas en calidas y frias en funciéon de la variacion de
temperatura. De acuerdo a esto las temporadas que se utilizaron fueron secas frias

correspondiente al mes de noviembre 2016, secas calidas marzo 2017 y lluvias julio 2017.
5.2. Extraccion de la materia organica

Los filtros colocados en cada sitio para el muestreo de PM 2.5 se trataron para la extraccion
de la materia organica, la cual se llevé a cabo empleando la tecnologia patentada (Amador-
Mufoz et al. 2014a y Amador-Mufioz et al. 2014b) de celda de extraccion a micro-escala
asistida por ultrasonido con filtracion en linea y reflujo (CAMUF) y sistema de mdaltiples

deflexiones para la reduccién del disolvente y recuperacion de los analitos y fueron
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facilitadas por el Dr. Omar Amador Mufioz del Laboratorio de Especiacion Quimica del

Centro de Ciencias de la Atmosfera
5.3. Trabajo de laboratorio
5.3.1. Grupos experimentales

Se utilizaron linfocitos aislados los cuales fueron obtenidos de 3 individuos de sexo
masculino con un rango de edad entre los 23 y 25 afios, un peso promedio de 75 kg y con

buen estado de salud, no presentaban enfermedades crénico-degenerativas ni toxicomanias.
5.3.2. Aislamiento de linfocitos

El aislamiento se realizd de acuerdo a la metodologia descrita en el manual de Lymphoprep.
Se extrajeron 10 mL de sangre periférica heparinizada de los tres donadores. Esta se diluyo
en una proporcion 1:1 con solucion salina balanceada de Hank’s (HBSS), de dicha mezcla se
tomaron 6 mL, los cuales se colocaron en un tubo de centrifuga con 3 mL de Lymphoprep y
se centrifugaron por 20 min a 2010 rpm, con la finalidad de separar los linfocitos de los
demas tipos celulares por gradiente de densidad. Se tomé la fase intermedia o blanca para
mezclarla con HBSS vy realizar una centrifugacién a 1500 rpm por 10 min, se retir6 el
sobrenadante por decantacion y se agregd de nuevo HBSS mezclando bien hasta romper el
botén y se realiz6 una vez mas el paso anterior. Se elimind de nuevo el sobrenadante por
decantacion y el boton se mezclé con 3.5 mL de medio RMPI 1640 (GIBCO). En un
microtubo se colocd una alicuota de la suspension celular para determinar tanto, la viabilidad

como el numero de células por mililitro.
5.3.3. Viabilidad celular

Se prepard una solucién con 0.01 g de diacetato de fluoresceina (FDA) disuelto en 2 mL de
acetona, 0.01 g de bromuro de etidio disuelto en 5 mL de amortiguador de fosfatos (PBS).
Esta solucién se preparé antes de utilizarse en las siguientes proporciones: 100 uL de la

solucion de bromuro de etidio, 15 pL de la solucion de FDA 'y 2 mL de PBS.

La suspension celular se mezcld con la solucion anterior en una proporcion 1:1 y se coloco
en la incubadora a 37 °C por 7 minutos. Pasado este tiempo, los linfocitos se observaron al

microscopio de fluorescencia con un filtro dual para detectar ambos colores. De un total de
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100 celulas por muestra se cuantifico el nimero de células muertas (fluorescencia roja) y
celulas vivas (fluorescencia verde) determinando de esta forma el porcentaje de linfocitos
viables, el cual debe ser mayor al 90% para poder realizar la exposicion a la MOE.

5.3.4. Conteo celular

El conteo celular se realiz6 en una camara de Neubauer donde se colocaron 10 uL de
suspension y se contaron los linfocitos que se encontraban contenidos en 4 recuadros de 4x4.

Para obtener el nimero de células por mililitro se utilizé la siguiente formula:

n x 10,000
X =—"-"
4
Donde n corresponde al nimero de células en los cuatro cuadrantes de 4x4 y x es la cantidad

de linfocitos contenidos en 1 mL de suspension celular.

Debido a que se requiere mantener constante el ndmero de linfocitos en todos los
tratamientos, se obtuvo el volumen de suspension celular en que estuvieran contenidas
125,000 células. Siempre se mantuvo la relaciéon de ese nimero de linfocitos en 250 uL de

volumen final.
5.3.5. Testigos de efecto genotdxico

Para el presente estudio se utilizaron dos agentes de efecto genotoxico (testigos positivos),
bleomicina y benzo(a)pireno cuyo mecanismo de accién es de manera directa e indirecta,
respectivamente. La bleomicina se preparé como indica el fabricante y se empled en una
concentracion de 45 pg/mL. En el caso del benzo(a)pireno se utilizé en una concentracion
de 80 pg/mL.

5.3.6. Fraccién microsomica S9 de higado de rata

Diversos compuestos presentes de la fraccion organica del aerosol atmosférico deben pasar
por un proceso de activacion metabdlica para alcanzar su potencial mutagénico. De manera
natural, en el organismo dicha transformacion se lleva a cabo por diversos mecanismos
particularmente el complejo de citocromos P450 (Hakkola et al. 1998). En el caso de los
estudios in vitro y dependiendo del modelo de estudio, éste puede realizar la activacion

metabolica por si solo, por ejemplo algunas lineas celulares como la Ab549 de
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adenocarcinoma de pulmon, pero en el caso de los linfocitos se requiere adicionar un agente
metabdlico que realice este proceso, por ejemplo, la fraccion microsémica de higado de rata
S9. Esta fraccion se ha utilizado en diferentes modelos y han demostrado la activacion de
diversos compuestos como el 2-acetilaminofluoreno, 3-metilcolantreno y benzo(a)pireno
(Ames et al. 1975).

Para la deteccion de compuestos de accion indirecta, en este trabajo se utilizé la fraccion
enzimatica S9 Moltox, la cual se preparé de acuerdo a lo descrito por Maron y Ames (1983).
La mezcla se realiz6 al 4% en la cual por cada 50 mL se agregaron 2.0 mL de fraccion
enzimética S9, 1.0 mL de solucién de MgCl2-KCl, 0.25 mL de solucién 1 M de glucosa-6-
fosfato, 2.0 mL de NADP 0.1 M, 25.0 mL de amortiguador de fosfatos 0.2 M apH 7.4y
19.75 mL de agua destilada esteril.

5.3.7. Exposicion celular

Con el fin de determinar las concentraciones de MOE de cada una de las muestras y el tiempo
de tratamiento de los linfocitios aislados, se hicieron experimentos preliminares. Con base
en la viabilidad se selecciondé 80 pg/mL como la concentracion maxima en 4 horas de
exposicion, ya que en ésta se obtuvo un valor de células vivas de 70-73%, que es el limite
inferior para considerar evaluar la genotoxicidad. De tal manera que los linfocitos aislados
de sangre periférica se expusieron a 4 concentraciones de la MOE (20, 40, 60 y 80 pg/mL)
de cada una de las muestras a probar por 4 horas en presencia y en ausencia de la fraccion
microsomica S9 de higado de rata, la cual se utiliza, como se menciond anteriormente, para
metabolizar los compuestos que requieren de este paso para desarrollar su potencial
genotdxico y asi poder evaluar el dafio que éstos producen. Como testigo negativo se emple6
dimetilsulféxido al 1% (disolvente de las muestras) y como positivos benzo(a)pireno (BaP)

y bleomicina para los grupos con y sin S9, respectivamente.

Se prepararon 12 grupos por individuo, esto se realizo en microtubos de 1.5 mL donde se
Ilevd a un volumen final de 750 mL, de estos el 10% correspondio a las muestras, 10% al
agente metabdlico (en los que fue requerido), se colocé el volumen necesario de suspensién

celular y el resto fue medio RPMI 1640.

14



5.3.8. Electroforesis unicelular alcalina

La técnica se realizo de acuerdo con Singh et al. (1998) para detectar los rompimientos de

cadena sencilla en el DNA. De cada una de las concentraciones se hicieron 2 preparaciones.

De cada microtubo se tomo6 un volumen de 10 pL de la suspension de linfocitos ésta se
mezclé con 75 pL de agarosa de bajo punto de fusion al 0.5% (37 °C) y fueron colocados en
laminillas previamente cubiertas con una capa de agarosa regular al 0.5%. Esta muestra se
extendié con ayuda de un cubreobjetos completamente limpio para no dafiar la muestra. Las
preparaciones se colocaron en hielo durante 5 minutos para permitir la solidificacion de la
segunda capa de agarosa y asi poder retirar el cubreobjetos sin riesgo de maltratar la muestra,
al remover el cubreobjetos se coloc6 una tercera capa de agarosa de bajo punto de fusion al
0.5%.

Una vez solidificada la ultima capa de agarosa se retird el cubreobjetos y se colocaron las
laminillas en una solucidn de lisis compuesta por NaCl 2.5 M, Tris 0.01 M, EDTA Naz 0.1
M, Triton X-100 (1%) y DMSO (10%). Se mantuvieron en refrigeracion a una temperatura
de 4 °C en condiciones de total oscuridad por al menos una hora.

Para la realizacion de la electroforesis horizontal, las preparaciones fueron colocadas en una
solucion con NaOH 0.3 M y EDTA Naz 0.001 M a pH >13. Se dejaron por 20 min en dicha
solucidn (para desenrollar el DNA) y transcurrido este tiempo se les sometié a una corriente
de 300 mA y 25 V durante 20 min. Posteriormente, se neutralizaron con una solucion de Tris
0.4 M (pH 7.5) 3 veces por 5 min. Para la fijacion de las laminillas se utiliz6 etanol absoluto

por 10 minutos y se les dej6 secar a temperatura ambiente.

Una vez fijadas, las preparaciones se observaron en un microscopio de epifluorescencia
Axiostar Plus (Carl Zeiss) equipado con un filtro de excitacién de 515-560 nm y un filtro
barrera de 590 nm. Para visualizar los cometas se fluorocromizaron las laminillas con 50 pL

de bromuro de etidio (2 pg/mL).

Para el registro de cometas se tomaron al azar 100 nucleos por laminilla de cada individuo
por cada uno de los tratamientos y los cometas se capturaron con el programa “Comet Assay

IV” (Perceptive Instruments). Se utilizaron dos pardmetros para determinar genotoxicidad:
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a) momento de la cauda del cometa, que es determinado por el programa, y b) frecuencia de

cometas (nucleos con dafio al DNA).
5.4. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se procesaron con el programa GraphPad Prism 5y se realiz6 un analisis
de varianza (Kruskal-Wallis) y la prueba post hoc de Dunn para evaluar las diferencias entre
cada uno de los tratamientos de cada individuo. Las diferencias se consideraron como

significativas cuando el valor de P fue <0.05.
6. Resultados

Para el andlisis de resultados se tomé en cuenta el valor de momento de cauda proporcionado
por el programa Comet Assay IV. Debido a que los resultados entre los 3 individuos no
presentaron diferencia significativa entre ellos, se tomaron como repeticiones y fueron

agrupados.

6.1. Dafio genético de temporadas por estacion.

Se analizaron las diferencias significativas de cada sitio entre las 3 temporadas.
6.1.1. Tlalnepantla

En latemporada de secas frias y célidas, que corresponden a los meses de noviembre y marzo,
respectivamente, se observa diferencia con el testigo a partir de la concentracion de 20 pg/mL
en ausencia de S9 y desde 40 pug/mL en presencia de S9. En lluvias, que correspondié al mes
de julio, sélo 60 y 80 pug/mL fueron diferentes del testigo en el grupo que no fue expuesto

junto con la fraccion enzimatica, en el caso opuesto solo 80 pg/mL present6 tal diferencia.

En este sitio se observaron diferencias significativas en la temporada de secas frias, que
corresponde al mes de noviembre, entre los grupos expuestos con fraccion enzimatica S9 y
en ausencia de ésta a partir de la concentracion de 20 pug/mL. En el caso de secas célidas se
evidencio la diferencia significativa entre el grupo con S9 y el que carecia de ella en todas
las concentraciones de exposicién a MOE y en lluvias la diferencia significativa entre ambos
grupos se presentd sélo en 60 y 80 pg/mL. Se analizaron los valores maés altos de cada
concentracion en las distintas temporadas con y sin S9. En el primer caso, 20 y 40 pg/mL, el

momento de cauda mas alto se produjo en noviembre y marzo, la de 60 pug/mL registro la
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mayor cantidad de dafio en noviembre y en la concentracion mas alta, 80 pug/mL, no hubo
diferencias significativas entre las 3 temporadas. Para el segundo caso, en 20 pg/mL no se
encontro diferencia significativa entre las temporadas y para 40, 60 y 80 pg/mL los valores
mas altos de momento de cauda se mostraron en secas frias y calidas, noviembre y marzo,

respectivamente (Figura 1).

Tlalnepantla
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Figura 1. Momento de la cauda de los linfocitos expuestos a las muestras de la estacion de
Tlalnepantla, en 3 temporadas (noviembre, marzo y julio) en presencia y en ausencia de
fraccion enzimatica S9. Kruskal-Wallis post hoc Dunn. P<0.05. *Diferente a grupo testigo.
a Diferente de en ausencia de S9. b Valores mas altos de las 3 temporadas sin S9. ¢ Valores

mas altos de las 3 temporadas con S9.
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6.1.2. La Merced

En los datos obtenidos con las muestras de esta estacion la diferencia con el testigo se
presentd desde 20 pg/mL que fue la concentracion mas baja, tanto en el grupo que fue
expuesto junto la fraccion enziméatica como en el que carecia de ella, esto en noviembre. En
marzo el momento de cauda fue idéntico en ausencia de S9 pero en presencia de ella 20, 60
y 80 pg/mL presentaron diferencia con el grupo testigo pero no asi 40 pug/mL. Julio se
comportd de la misma manera que noviembre y marzo, sin S9, siendo todas las
concentraciones diferentes al testigo, en el caso del grupo con S9 la significancia se not6 a

partir de 40 pg/mL.

En los linfocitos tratados con las muestras de la estacion de La Merced se observaron
diferencias significativas entre los grupos de Tlalnepantla con S9 y Tlalnepantla sin ella en
3 concentraciones, que fueron 20, 40 y 60 pg/mL. En la temporada de secas calidas (marzo)
se presentaron diferencias significativas entre el grupo en presencia de fraccion enzimatica y
en ausencia de ella a partir de 40 pg/mL y hasta la concentracion mas alta y por dltimo en la
temporada de lluvias (julio), las diferencias entre grupos con S9 y sin ella se observaron en
todas concentraciones de MOE. En el caso de los valores més altos de momento de cauda de
cada concentracion, para los grupos sin fraccion enzimatica, las de 20, 40 y 60 pg/mL
presentaron los valores mas altos en la temporada de secas frias (noviembre), en 80 pg/mL
se manifestd el valor méas alto de momento de cauda, se presentd tanto en noviembre como
en marzo (secas frias y calidas, respectivamente). Por otro lado, en el caso de los grupos sin
S9 en la concentracion de 20 pg/mL se encontrd la mayor cantidad de dafio en noviembre y
en La Merced, en 40 pg/mL se reporto el valor més alto en noviembre y julio y por Gltimo
60 y 80 pg/mL presentaron los valores mayores de momento de cauda en la temporada de

secas frias, noviembre (Figura 2).
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Figura 2. Momento de la cauda de los linfocitos expuestos a las muestras de la estacion de
La Merced, en 3 temporadas (noviembre, marzo y julio) en presencia y en ausencia de
fraccion enzimatica S9. Kruskal-Wallis post hoc Dunn. P<0.05. *Diferente a grupo testigo.
a Diferente de en ausencia de S9. b Valores mas altos de las 3 temporadas sin S9. ¢ Valores

mas altos de las 3 temporadas con S9.

6.1.3. Coyoacan

En los tratamientos con las muestras de Coyoacan en noviembre, se observo diferencia entre
el testigo y todas las concentraciones de MOE en el grupo en ausencia de S9, en presencia
de dicha fraccion solo hubo diferencia con el testigo a partir de 40 pg/mL. En marzo sélo se
observo diferencia con el grupo testigo en 60 y 80 pg/mL tanto, en presencia como en
ausencia de S9. Para la temporada de lluvias y en el grupo que no se expuso junto con la
fraccion enzimatica se observo diferencia del testigo desde 40 pg/mL y en el caso opuesto

solo 60 y 80 ug/mL mostraron diferencias con el testigo.

En la estacion de Coyoacan se encontraron diferencias significativas entre los grupos

expuestos a MOE con S9 y en ausencia de ella, en la temporada de secas frias (noviembre)
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todas las concentraciones presentaron diferencias significativas entre el grupo expuesto con
y sin fraccion enzimaética, en la temporada de secas célidas (marzo) s6lo se evidenciaron
diferencias entre la presencia y la ausencia de S9 en la concentracion mas alta,
correspondiente a 80 pug/mL, por dltimo en lluvias (julio) la diferencia entre ambos grupos
se observo desde los 40 pg/mL. De igual manera al comparar las concentraciones entre las
distintas temporadas se observé que los valores mas altos se dieron en noviembre desde 20
pg/mL y hasta 80 pug/mL, con la excepcion que en 60 pg/mL la mayor cantidad de dafio se
comparte entre noviembre y julio, esto para el caso de los grupos sin fraccion enzimatica, en
el caso de la presencia de S9 no se noto diferencia significativa en las 4 concentraciones entre

las 3 temporadas (Figura 3).
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Figura 3. Momento de la cauda de los linfocitos tratados con las muestras de la estacion de
Coyoacan, 3 temporadas (noviembre, marzo y julio) en presencia y en ausencia de fraccion
enzimdtica S9. Kruskal-Wallis post hoc Dunn. P<0.05. *Diferente a grupo testigo. a
Diferente de en ausencia de S9. b Valor més alto de las 3 temporadas sin S9. ¢ Valor mas
alto de las 3 temporadas con S9.
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6.2. Dafio genético de estaciones por temporada
Se analizaron las diferencias significativas de cada temporada estacional entre los 3 sitios.
6.2.1. Noviembre (secas frias)

En los linfocitos expuestos a la MOE de PM 2.5 de Tlalnepantla, la Merced y Coyoacan de
noviembre y en ausencia de S9 se observaron diferencias significativas con el grupo testigo
desde la concentracion mas baja que fue de 20 pg/mL, en presencia de dicha fracciéon en
Tlalnepantla y Coyoacén se observo esta diferencia a partir de 40 pg/mL y en la Merced
desde 20 pg/mL.

En esta temporada se observo diferencia entre todas las concentraciones del grupo con S9 y
el grupo que carecia de ella en Tlalnepantla y Coyoacéan, para el caso de La Merced 80 pg/mL
no fue diferente entre ambos grupos. Los valores mas altos de momento de cauda en ausencia
de fraccion enzimatica se observaron en Tlalnepantla para el caso de 20 pg/mL, 40 pg/mL
no presentd diferencia entre las 3 estaciones, 60 pg/mL fue tanto en Tlalnepantla como en la
Merced y 80 pug/mL en Coyoacén, para el caso del grupo en presencia de S9 la mayor

cantidad de dafio se presento en la Merced para las 4 concentraciones (Figura 4).

Por otra parte se observo la frecuencia de cometas en cada grupo experimental y en la
temporada de secas frias y en los grupos que no fueron expuestos con S9 se observa el
aumento gradual de los cometas alcanzando el valor maximo en 80 pug/mL, los valores mas
altos en todas las concentraciones se observaron en Coyoacan, 97%, posteriormente en La
Merced, 91%, y por ultimo Tlalnepantla con 71%. En el caso de los grupos que tenian dicha
fraccion enzimatica, se notd el mismo comportamiento dosis-dependiente pero con valores
significativamente mas bajos, En La Merced es en el que se presentd el mayor porcentaje de
cometas en 80 pg/mL, 78%, seguido de Coyoacan con 31% y por ultimo Tlalnepantla con
25% (Figura 5).
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Figura 4. Momento de la cauda de los linfocitos tratados con las diferentes muestras en la
temporada de secas frias en 3 sitios de la ZMVM (Tlalnepantla, la Merced y Coyoacan) en
presencia y en ausencia de fraccion enzimatica S9. Kruskal-Wallis post hoc Dunn. P<0.05.
*Diferente a grupo testigo. a Diferente de en ausencia de S9. b Valores mas altos de las 3

estaciones sin S9. ¢ Valor mas alto de las 3 estaciones con S9.
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Figura 5. Porcentaje de cometas en los linfocitos tratados con las diferentes muestras en la
temporada de secas frias, de 3 sitios de la ZMVM (Tlalnepantla, la Merced y Coyoacan) en

presencia y en ausencia de fraccion enzimatica S9.

6.2.2. Marzo (secas célidas)

En los linfocitos expuestos a las muestras correspondientes a Tlalnepantla y la Merced se
observo un aumento significativo del momento de la cauda a partir de la concentracion de 20
pg/mL y en Coyoacéan desde 60 pug/mL en comparacién con el grupo testigo, esto sin fraccion
enzimatica, en el caso contrario esta diferencia se present6 en Tlalnepantla desde 40 pg/mL,
en la Merced ocurrid a partir de la concentracion mas baja, con la excepcién de 40 pug/mL

gue no tuvo esta diferencia, y Coyoacan solo en 60 y 80 pg/mL.

En esta temporada unicamente en las muestras de Tlalnepantla se presento diferencia entre
el grupo con S9 y sin ella en todas las concentraciones de MOE, en la Merced se observo a
partir de 40 pg/mL y en Coyoacan solo 80 pg/mL fue diferente. Los valores mas elevados de
momento de cauda se presentaron en Tlalnepantla en 20 y 40 pg/mL, en 60 y 80 pg/mL

compartié la mayor cantidad de dafio con la Merced, todo esto en el grupo expuesto sin
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fraccion enzimatica, los mas altos en el grupo con presencia de S9 se manifestaron en las
muestras de La Merced para 20 y 40 pg/mL, esta Gltima junto con Tlalnepantla, y el resto de

concentraciones no mostraron diferencia entre las 3 estaciones (Figura 6).

En la temporada de secas calidas se observa que conforme aumenta la concentracion de MOE
se incrementa la cantidad de cometas, en el caso de los grupos sin S9 en La Merced fue en
donde se present6 el mayor porcentaje en todas las concentraciones, en la maxima alcanzando
97%, posteriormente Tlalnepantla con 84% y por ultimo Coyoacan que mostré una
disminucion importante en todas las concentraciones y en 80 pg/mL alcanzé 58%. Por otro
lado, los grupos que contaron con la presencia de fraccion enzimatica se observé el mismo
comportamiento pero no es tan gradual pues se nota un incremento abrupto entre 60 y 80
pug/mL, el orden de estaciones fue el mismo siendo La Merced el primero con 45% en la
concentracion mas alta, Tlalnepantla en segundo con 40% y por ultimo Coyoacan con 38%
(Figura 7).
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Figura 6. Momento de la cauda en los linfocitos tratados con las diferentes muestras en la
temporada de secas célidas, de 3 sitios de la ZMVM (Tlalnepantla, la Merced y Coyoacén)
en presencia y en ausencia de fraccion enzimatica S9. Kruskal-Wallis post hoc Dunn. P<0.05.
*Diferente a grupo testigo. a Diferente de en ausencia de S9. b Valores mas altos de las 3

estaciones sin S9. ¢ Valores mas altos de las 3 estaciones con S9.
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Figura 7. Porcentaje de cometas en los linfocitos tratados con las diferentes muestras en la
temporada de secas calidas, de 3 sitios de la ZMVM (Tlalnepantla, la Merced y Coyoacéan)

en presencia y en ausencia de fraccion enzimatica S9.

6.2.3. Julio (lluvias)

En los tratamientos con las muestras del sitio Tlalnepantla sin S9 se noté un aumento
significativo en el momento de la cauda con respecto al grupo testigo solo en las
concentraciones mas altas, es decir en la de 60 y 80 pug/mL, la Merced desde 20 pg/mL y en
Coyoacén a partir de 40 ug/mL, en presencia de dicha fraccion enzimatica en Tlalnepantla se
presento diferencia significativa con el testigo en 80 pug/mL, en la Merced a partir de 40

pg/mL y en las muestras de Coyoacan desde 60 pg/mL.

25



En julio, con las muestras de Tlalnepantla se presento diferencia entre el grupo expuesto con
S9 y en ausencia de ésta s6lo en 60 y 80 pug/mL, La Merced en todas las concentraciones y
Coyoacan a partir de 40 pg/mL. El momento de cauda mas elevado en los grupos sin fraccion
enzimatica se presentd en la Merced y Coyoacan para 40 pug/mL, de igual manera esta
estacion evidencié el valor més alto para 60 pg/mL y 80 pg/mL en Tlalnepantla, en el caso
de 20 pg/mL no hubo diferencia entre las 3 estaciones, para los grupos con S9 en La Merced
se mostro el momento de cauda méas elevado en casi todas las concentraciones, 80 pg/mL lo

compartié con Coyoacan (Figura 8).

Para la temporada de lluvias y en ausencia de S9 sigue el comportamiento dependiente de la
concentracion y el incremento gradual salvo con la MOE Tlalnepantla donde es mas abrupto,
en este sitio se presenta el valor mas alto en 80 pug/mL con 87%, seguido de La Merced con
77% Yy por ultimo Coyoacan con 63%, en las demés concentraciones Tlalnepantla es el que
muestra la menor cantidad de cometas. Los grupos que fueron adicionados con la fraccion
enzimaética, la MOE de la Merced fue la que indujo el porcentaje mas alto de cometas con
34% en la concentracion mas alta, seguido por la de Coyoacan con 28% y por Gltimo la de

Tlalnepantla con 9%, en el resto de concentraciones el orden se mantiene (Figura 9).
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Figura 8. Momento de la cauda de los linfocitos expuestos a las muestras correspondientes a
la temporada de lluvias en 3 sitios de la ZMVM (Tlalnepantla, la Merced y Coyoacan) en
presencia y en ausencia de fraccion enzimatica S9. Kruskal-Wallis post hoc Dunn. P<0.05.
*Diferente a grupo testigo. a Diferente de en ausencia de S9. b Valores mas altos de las 3

estaciones sin S9. ¢ Valores mas altos de las 3 estaciones con S9.
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Figura 8. Porcentaje de cometas de los linfocitos expuestos a las muestras correspondientes
a la temporada de lluvias en 3 sitios de la ZMVM (Tlalnepantla, la Merced y Coyoacan) en

presencia y en ausencia de fraccidon enzimatica S9.

7. Discusion

De acuerdo a los resultados obtenidos la MOE de los sitios que generaron la mayor cantidad
de dafio al DNA fueron Tlalnepantla y La Merced en todas las temporadas con la excepcion
de noviembre donde Coyoacan toma el lugar de Tlalnepantla. En cuanto a estos resultados,
Viras et al. (1990) encontraron que los valores mas altos de mutagenicidad a través del

ensayo de AMES ocurrié en la zona centro y Villalobos-Pietrini et al. (1994) reportaron que
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los valores mas elevados en esta temporada fueron en la zona industrial, con los resultados
obtenidos por los autores se corroboran los de esta investigacién donde los valores de
momento de cauda observados se deben a los tipos de contaminantes presentes en estas zonas
que son principalmente originados por quema de combustibles ocasionado por el denso
trafico que se da en la zona centro y a las emisiones de industria que se suman en el area de
Tlalnepantla, lo cual genera una gran variedad de compuestos oxidados. En cuanto a los
resultados obtenidos en presencia de S9 concuerdan en su mayoria con los del grupo de Viras
et al. (1990) quienes observaron que no habia efecto genotoxico o se veia disminuido en
comparacion con los grupos que no fueron expuestos junto con la fraccion enzimatica, lo

cual también varia dependiendo del tipo de emisiones que se generen en la localidad.

La mayor cantidad de dafio, con y sin fraccion enzimatica, de acuerdo a las temporadas se
dio en la época de secas, tanto en frias como en célidas con la excepcion de las muestras de
Coyoacén donde los valores maximos se observaron solo en noviembre. Por un lado, el que
en secas frias se presenten valores tan altos de momento de cauda coincide con lo observado
por Valle-Hernandez et al. (2010) y Amador-Mufioz et al. (2011) quienes reportaron que en
MOE colectada durante estas temporadas existe una mayor presencia de HAPs y n-alcanos.
Trejo-Pacheco (2018) determind las muestras utilizadas en esta investigacion
correspondientes a noviembre 2016, y encontré que referente a hidrocarburos aromaticos
policiclicos los méas abundantes fueron benzo(ghi)perileno, benzo(b)fluoranteno, indeno[1,
2, 3-cd] pireno, benzo(e)pireno y cliclopenta[cd]pireno, y los nitro-HAPs con medianas mas
elevadas fueron 3-nitrobifenilo, 1.3-dinitronaftaleno, 1, 5-dinitronaftalno, 4-nitrofenantreno,
3-nitrofenantreno, 2 nitrofluoranteno y 6 nitrobenzo(a)pireno, esto sumado a lo reportado por
Calderdn-Segura et al. (2004) quienes observaron que en cultivos celulares expuestos a
diferentes concentraciones de MOE, en secas frias se evidencid la mayor cantidad de
intercambio de crométidas hermanas tanto, en presencia como en ausencia de fraccion S9, al
realizar el analisis de las muestras también indicaron que fue el mes con la mayor cantidad
de HAPs, los cuales son compuestos de accion indirecta lo que puede explicar los resultados
obtenidos en esta investigacion con la MOE de La Merced. Este comportamiento se puede
deber a la menor fotolisis que ocurre durante los meses mas frios asi como a la mayor
frecuencia de inversiones térmicas, mayor estabilidad atmosférica y a las menores

temperaturas lo que reduce la capa donde se llevan a cabo las mezclas e interaccion de
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compuestos por lo que aumentan las concentraciones de los contaminantes primarios y por
tanto a los agentes de accion directa (Carreras et al. 2013), por ejemplo nitro-HAPs como 9-
nitroantraceno, que pueden generar metabolitos que se unen covalentemente al DNA (Pope
2014 tomado de Trejo-Pacheco 2018), y el cual se ha reportado como producto de la
combustion de diésel (Feilberg et al. 2001), lo que también concuerda con que los lugares
con mayor cantidad de trafico vehicular (Tlalnepantla y la Merced) presenten los mayores
valores en casi todas las temporadas.

Por otro lado, el incremento de las temperaturas en secas calidas permite a los compuestos
que son emitidos oxidarse, volverse mas reactivos y por tanto generar una mayor cantidad de
estrés oxidante. Este comportamiento ha sido modelado en otros paises y se observa que en
los meses donde aumenta la temperatura se ven elevados los compuestos organicos oxidados
(Shrivastava et al. 2006). El caso de Coyoacan es opuesto debido a que los valores mas altos
se observan en la MOE correspondiente al mes de noviembre, es decir secas frias, lo cual
puede deberse a que las actividades que se realizan en esta zona son totalmente distintas al
de los otros sitios siendo las principales, la manufactura, el comercio y los servicios de
acuerdo al INEGI (2015). Debido a que las actividades que se llevan a cabo son de diferente
naturaleza, las emisiones que se liberan también son multiples y por tanto pueden ser menos
propensas a oxidarse y por ello, no se incrementan los valores en marzo, de igual manera se
ha reportado que en esta localidad dominan principalmente especies organicas secundarias

con compuestos fotodegradados (Amador-Mufioz et al. 2011).

En los linfocitos expuestos a MOE del mes de julio existe una menor cantidad de dafio al
DNA en comparacion con noviembre y marzo, esta variabilidad por temporada se ha
observado en diversos estudios, Amador-Mufioz et al. (2011) reportaron aumento de 1.3 a 2
veces de concentracion de masa en la MOE entre secas y lluvias. Esta disminucion es
ocasionada por diversas variables ambientales que fungen como excelentes agentes para
limpiar el ambiente y reducir la cantidad de contaminantes que estan presentes en el aire,
como el viento y la humedad, las cuales se ven incrementadas en la época de lluvias, esto
podria explicar el decremento que se observo en el mes de julio en las 3 estaciones tanto, en

presencia como ausencia de la fraccion enzimatica S9.
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Debido a que la mayor cantidad de dafio se observé en ausencia de S9 es posible suponer que
hay mayor presencia de mutagenos de accion directa que de indirecta en la mayoria de los
casos. Como se ha mencionado anteriormente, un punto muy importante del potencial
genotoxico de la MOE es su composicion, la cual varia por el tipo de emisiones que se
generan en el lugar de la muestra, se ha reportado que este material organico puede contener
hidrocarburos aliféticos, clorinados, HAPs y sus derivados alquilo, nitro-HAPS, quetonas y
quinonas (Topinka et al. 2000, Oh et al. 2011), aunado a esto, diversos estudios han
demostrado que la fraccion neutra y ligeramente polar es la que posee la mayor cantidad de
efectos adversos al DNA ya que es donde se encuentran la mayor parte de HAPS y derivados,
asi como nitro-HAPs, esto se ha observado en ensayo de AMES (Cerné et al. 2000, Sharma
et al. 2007) hepatocitos de rata (Zhao et al. 2002), pulmén de criceto chino (Topinka et al.
2000) y en celulas de epitelio bronquial humano (Oh et al. 2011). La principal via por la que
estos compuestos generan dafio al DNA es a través de los radicales libres y estrés oxidante,
en cuanto a los agentes de accion directa este efecto puede estar dado por quinonas que se ha
visto que generan ROS como el anion superoxido y radical hidroxilo en particulas originadas
por emisiones de diésel (Sagai et al. 1993), de igual manera los nitro-HAPs y el 1-nitropireno
se han reportado como generadores de especies reactivas de oxigeno (Kim et al. 2005,
Andersson et al. 2009). Por otra parte, el dafio ocasionado por compuestos que necesitan ser
metabolizados, es decir, en presencia de S9 en la temporada de secas frias, correspondiente
a noviembre en La Merced, puede deberse a la presencia de HAPS, ya que se ha reportado
que esta zona es de las mas abundantes en estos compuestos (Amador-Mufioz et al. 2011),
los cuales pueden generar radicales libres mediante metabolismo fase | (CYP1A) y fase 1l
[NADPH quinona oxidoreductasa -1 (NQO-1) en células epiteliales, los hidrocarburos
aromaticos policiclicos pueden producir metabolitos electrofilicos y reactivos que pueden

asociarse con la formacién de ROS (Nel et al. 2001, Valavanidis et al. 2005).

8. Conclusion y comentarios

Estos resultados muestran que existen diferencias en los niveles de dafio al DNA en linfocitos
expuestos a MOE de PM 2.5 en presencia y ausencia de S9 entre las temporadas estacionales

y los sitios. Este comportamiento refleja que la respuesta de los linfocitos a la MOE se debe
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a la composicion de la misma, la cual varia en los diferentes sitios debido a las fuentes de

emision de contaminantes:

Tlalnepantla: los compuestos presentes son menos variables debido a que en las 3
temporadas no hay diferencia en la concentracion mas alta y la respuesta con S9 fue
muy similar, por lo que se puede decir que en este sitio predominan los compuestos
de accion directa.

La Merced: los contaminantes varian puesto que en noviembre es donde hubo la
mayor respuesta con fraccion enzimatica, lo que es reflejo de la presencia y
abundancia tanto de compuestos que requieren activacion metabdlica como de
aquellos que no la necesitan para generar efectos adversos.

Coyoacéan: la mayor cantidad de dafio ocurre en noviembre con una disminucion y
posterior mantenimiento del dafio tanto en marzo como en julio, de igual manera los
agentes que predominan de acuerdo al tipo de respuesta observado son los de accion

directa.

En cuanto a las temporadas:

En Tlalnepantla no se presenta diferencia entre ellas por lo que el tipo de
contaminantes no varia de acuerdo a las condiciones atmosféricas caracteristicas de
cada estacion, como temperatura 0 humedad.

En La Merced las dos correspondientes a secas fueron las que presentaron los valores
mas altos lo cual es ocasionado en secas frias por diversos factores siendo la inversion
térmica uno de los principales y en secas calidas por la oxidacion de compuestos
debido al incremento de las temperaturas.

En Coyoacan es muy similar en el caso de noviembre pero en marzo el dafio
disminuye lo cual se puede deber a que si bien la temperatura se incrementa, la

cantidad de emisiones puede disminuir debido a las actividades econdmicas del lugar.

Por dltimo, para la temporada de lluvias en la Merced y Coyoacan la disminucion se puede

deber a que factores ambientales como el viento y la humedad que se ven incrementados

ayudan a que se eliminen los compuestos que son emitidos y pueden generar diversas

afectaciones en el organismo.
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Es posible decir que si bien el tipo de emisiones de cada sitio varia y tiene relevancia para la
generacion de dafio al DNA, son las condiciones ambientales las que ejercen un papel muy
importante en el potencial genotdxico de los compuestos organicos emitidos a la atmdsfera,
ya que éstas pueden afectarlo para volverlos mas reactivos o facilitar la interaccion de éstos
para generar nuevos compuestos con mayores posibilidades de generar un efecto adverso al

organismo

9. Perspectivas

Debido a las implicaciones ambientales en el efecto de la respuesta a exposicion a MOE de
PM 2.5, diversos pasos deben ser tomados para la mejor compresion del dafio en el

organismo:

1.- Fraccionar las muestras por polaridad para determinar algiin grupo de compuestos que

pueda ser el principal participe en la respuesta observada.

2.- Investigar los mecanismos de generacion de estrés oxidante por parte de los compuestos
organicos para asi conocer de manera fehaciente el mecanismo mediante el cual éstos generan

dafio al DNA para poder plantear estrategias para mitigarlo

3.- Determinar si este comportamiento es diferente en hombres y en mujeres pues en diversos

estudios se ha observado la mayor susceptibilidad a ciertos compuestos por parte de ellas.

4.- Evaluar diferentes tipos de dafio, asi como diversos tiempos de para asi tener un mejor

entendimiento del comportamiento de estos agentes en el organismo.
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