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RESUMEN

Entre los contaminantes de alto riesgo para la salud humana en las areas urbanas se
encuentran las particulas suspendidas que varian en tamafio y composicion. Las
concentraciones de las particulas respirables (<10 ym 6 PM10) se han asociado con el
incremento en la morbilidad y mortalidad, de ahi la importancia de su estudio. En este trabajo se
muestrearon PM10 en enero y febrero (temporada de secas) y agosto y septiembre (temporada
de lluvias) durante 1998. Se obtuvo la materia organica extraida (MOE), conocida también como
mezcla compleja organica (MCO), acumulandose mensualmente y se realizé su fraccionamiento
en un gradiente de polaridad creciente, obteniendo cinco fracciones organicas (FO), analizando
todo el material por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM),
haciendo énfasis en la deteccion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) debido a su
comprobada potencia mutagénica y cancerigena. Los acumulados y las fracciones se evaluaron
con la prueba de Ames. Finalmente se correlacionaron los parametros meteorolégicos con las
concentraciones de PM10, MOE y las potencias mutagénicas. Las concentraciones promedio
geomeétricas de PM10 y MOE fueron mas altas en secas que en lluvias (p<0.05). La
concentracion de MOE representd el 12.8% y 6.9% de las PM10 para cada temporada,
respectivamente. Ambas mediciones correlacionaron negativamente con la humedad relativa
(p<0.05). El promedio de HAP totales en la MOE fue de 316 ug en secas y de 94 ug en lluvias
(p<0.005), predominando los de mas de cinco anillos caracteristicos de emisiones vehiculares.

Los ensayos bioloégicos con la cepa TA98 sugieren que las actividades mutagénicas indirecta
(AMI) y directa (AMD) promedio de los cuatro meses no mostraron diferencias significativas
(p>0.05). Las actividades mutagénicas de septiembre fueron mayores a los demas meses. Sin
considerar septiembre, 1la AMD con la cepa YG1021 fue mas sensible a la respuesta observada
en la cepa TA98-S9. La AMD con YG7132 fue mayor a la observada con TA98-S9 en enero y
febrero, sugiriendo con ello la presencia de mutagenos directos dinitroderivados. En general la
mayor actividad mutagénica se presentd en la FO3 seguida de las FO4 y FO2 con respecto a la
MCO (16 de 31 comparaciones resultaron significativas). No hubo correlaciones significativas
entre los HAP totales e individuales con la AMI de las MCO y sus fracciones; de manera general
se puede sugerir que: 1) el reducido niUmero de compuestos en las fracciones origind menos
interacciones entre ellos y la expresion de los mutagenos fue mas elevada, 2) las cantidades de




HAP no se correlacionaron con la actividad mutagénica indirecta en las MCO, que pudo deberse
a su interaccion con otros compuestos. Esto supone la existencia de posibles mecanismos
antagoénicos en las MCO. Tras las pruebas de mutagenicidad de las combinaciones de las
fracciones de enero, se observo que el abatimiento de la AMI y AMD de la FO3 fue con las que
mostraron mayores diferencias en la cantidad de MOE y por lo tanto en las proporciones (FO1 y
FOA4), no asi en el caso de la FO2 cuya proporcion fue menor. Un resultado interesante fue el
comportamiento de la combinacion FO3+FO4 cuyas actividades mutagénicas habian
demostrado ser las mas altas cuando se probaron solas. En este caso se esperaba al menos
una respuesta aditiva de dicha combinacion, sin embargo, su nula respuesta sugiere que pueden
existir eventos antagoénicos incluso entre compuestos con capacidad mutagénica.



1. ANTECEDENTES

Pese a la existencia de numerosas definiciones que intentan describir el fenémeno de la
contaminacion, su diferencia principal es el esfuerzo para elaborar una que contenga la
mayor precision, muchas de ellas se centran en la idea simple y practica de
conceptualizarla como “el excedente de materia o energia en un sistema capaz de producir
efectos adversos sobre el hombre, la vida animal y l|la vegetal o el ambiente en general”
(Elsom 1987). Aplicando este concepto al caso concreto de la contaminacién atmosférica se
puede entender como “la presencia de sustancias ajenas a ella, que ocasionan efectos
adversos en los seres vivos y a su entorno” (Stern 1968, Elsom 1987). L.a contaminacion
atmosférica se puede originar por eventos naturales (incendios forestales y erupciones
volcanicas) o bien por las diversas actividades humanas (antropogénicas) tanto de fuentes
fijas como moviles. En ambos casos, los contaminantes atmosféricos pueden existir en las
fases particulada (incluyendo esporas y microorganismos), liquida y gaseosa, cuya mezcla
forma lo que se conoce como aerosol (Stern 1968).

Los contaminantes atmosféricos se clasifican en primarios y secundarios, los primeros
surgen directamente de las fuentes de emisidon, mientras que los ultimos se forman por la
interaccion de los contaminantes primarios con algunos compuestos ya presentes en la
atmoésfera o bien, por la interaccidon con factores ambientales como humedad, temperatura,
radiacion solar, etc. Las tasas y las rutas de reaccion, asi como los pasos involucrados en
los procesos de formacion son influidos por la concentracion relativa de los reactantes, el
grado de fotoactivacién e incluso la topografia local (Elsom 1987). Como consecuencia de
ello, Moller y Lofroth (1982) y Nardini y Clonfero (1992) sugirieron que las reacciones
atmosféricas a las que estan sujetos dichos contaminantes pueden originar compuestos con
diferentes propiedades quimicas vy fisicas asi como modificar sus efectos bioldgicos.

Entre los principales contaminantes se encuentran el monéxido (CO) y el biéxido de carbono
(CO2), el bidxido de azufre (SO3), los 6xidos de nitrégeno (NOy), el ozono (O3), los
hidrocarburos (HC), los clorofluorocarbonos (CFC), los metales pesados vy las particulas
suspendidas, a todos ellos se les ha dado especial atencidén por sus importantes efectos en
la salud de las poblaciones humanas y en el ambiente en general, por ejemplo, en el cambio
climatico global, en los episodios de inversion térmica y en la lluvia acida (Fernandez y
Ashmore 1995).



Los contaminantes en fase particulada, también conocidos como aeroparticulas, constituyen
una mezcla que varia en tamafno, composicidn y origen, afinidad por el agua y capacidad
para dispersar y absorber energia (Chow 1995, Pope et al. 1995a). Médller y Lofroth
(1982) describieron que las aeroparticulas estan formadas por carbén elemental, 6xidos y
sales inorganicas a los que se adsorben muchos compuestos organicos. En funcion de su
diametro aerodinamico las aeroparticulas se clasifican en : gruesas ( > 2.5 um) y finas
(2.5), estas tltimas conocidas como PM2.5. Las particulas suspendidas totales (PST)
incluyen las que tienen diametros = 45 um, mientras que a las = 10 pm se les designa
como PM10 (Chow 1995). Las particulas gruesas generalmente se producen por procesos
mecanicos de erosion y trituracion, en tanto que las finas son el resultado principalmente de
procesos de combustion y de transformacion atmosférica de compuestos de la fase gaseosa
a la particulada mediante la adsorciéon y la condensacidon de particulas preexistentes,
dependiendo en ambos casos de la volatilidad de los compuestos. (Hileman 1981, Lioy et
al. 1990, Pistikopoulos et al. 1990).En el caso especifico de las PM10 se ha observado
que en areas urbanas, estan constituidas principalmente por material geoldgico (6xidos de
aluminio, silicio, calcio, titanio e hierro), carbén organico (cientos de compuestos con distinto
grupo funcional), carbon elemental, sulfatos, nitratos y amonio (Chow 1995). Andrade et al.
(1994) reportaron que en la Ciudad de Sao Paulo el 13% de la masa de las particulas finas
son atribuidas a la actividad industrial, 41% a la combustién de gasolina y diesel, 28% son
de origen geoldgico y el 18% restante lo constituyen compuestos con Cu y Mg. Para las
particulas gruesas sefialan que el 59% es de origen geologico, 19% emitidos por la
industria, 8% de los procesos de combustion y el 4% por la sal de las areas marinas. Con
respecto a su abundancia en la atmodsfera, Brook et al. (1997) estudiaron de diez afios 19
localidades de Canada y encontraron que las PM2.5 integran el 49% en promedio de la
masa total de las PM10 y éstas ultimas representan el 44% de las PST. Para la zona
suroeste de la Ciudad de Meéxico, Salazar et al. (1992) sefalaron que las PM10
representaron el 30% de la masa de las PST durante 1986, en tanto que Villalobos-Pietrini
et al. (1995) en la temporada de secas de 1989-1990 sefalaron una contribuciéon del 47%.
Kretzschmar (1994) en una revisiéon mas reciente, mencioné que !as PM10 en la misma
ciudad representaron entre 40 y 60%, lo que sugiere que las fuentes de emision por
combustién incompleta han aumentado.



Diversos estudios epidemiolégicos en todo el mundo han descrito una fuerte asociacion
entre las concentraciones de particulas suspendidas, especialmente de las respirables
(PM10) y el aumento en las disfunciones respiratorias de individuos de poblaciones
expuestas, principalmente en los mas susceptibles como son los fumadores, las personas
de la tercera edad y los nifios (Ostro y Rothschild 1989, Saldiva et al. 1994, Pekkanen
1997) e incluso son un factor importante de riesgo en el incremento de la mortalidad por
padecimientos cardiopulmonares y respiratorios (Dockery et al. 1993, Pope et al. 1995b,
Cohen et al. 1997). Pope et al. (1995a) notaron incrementos de 0.7 a 1.6 % en la
mortalidad diaria al aumentar 10 ug/m® la concentracion de las PM10. También hay
evidencia de que la exposicion a productos de combustién incompleta esta vinculada con el
cancer pulmonar, siendo la magnitud del riesgo una funcidon de las actividades toxicas y
carcinogénica de los contaminantes, asi como de los niveles de exposicion (Cohen et al.
1997).

Por estas razones se introdujeron estandares de calidad del aire con la finalidad de
establecer las cantidades limites por debajo de las cuales se tuviera un margen de
seguridad ante este tipo de contaminantes (Berico et al. 1997). Hasta 1978, el estandar
para particulas, promulgado afos antes como parte del Acta de Aire Limpio de los Estados
Unidos de América (1971), fue de 45 um 6 menos para las particulas suspendidas totales
(PST), tanto liquidas como sélidas, con un limite anual promedio geométrico de 75 ug/m?® vy
sin que excediera en 24 h los 260 pg/m® (USEPA 1982). Pese a la aplicacion del estandar
de PST, los estudios en salud relacionados con la presencia de particulas en el aire
mostraron que las 215 um no son inhaladas, sino que se depositan en la regién superior del
tracto respiratorio y son expulsadas en minutos. Basada en estos resultados, la Agencia de
Proteccién al Ambiente (EPA) y el Comité Consultor Cientifico del Aire Limpio, ambas
organizaciones de los EUA, recomiendan un nuevo estandar de particulas con un diametro
aerodinamico menor o igual a 10 ym (PM10) considerando que es mas apropiado para
valorar los riesgos en la salud de los individuos, debido a su capacidad de penetracién hasta
las regiones traqueolar y alveolar de los pulmones, confiriendo asi mayores efectos
adversos a la salud (Hileman 1981, Berico et al. 1997). El promedio geométrico anual
maximo permitido para PM10 se establecié en 50 pg/m® y 150 pg/m:" para 24 h (USEPA
1987). La recomendacién para la medicion de éste nuevo estandar se basa en dos razones:



la primera es que, los equipos que colectan estas particulas semejan la region toracica del
cuerpo humano, donde se logra aproximadamente una depositacion del 50% de aquellas
iguales a 10 um y un porcentaje mayor de particulas menores a dicho tamafio, tal como en
la region traqueobranquial del cuerpo y la segunda es, que un equipo con un corte de
particulas de éste tamafo depende en menor grado del viento y por lo tanto los resultados
son mas reproducibles (Hileman 1981). En este sentido, Chow (1995) reportd que entre 10
y 60% de las particulas <10 ym que pasan por la traquea se depositan en el pulmén donde
pueden causar dafo. En México, el estandar para las PM10 entré en vigor hasta 1994
(Diario Oficial de Federacion 1994-NOM 025-SSA), siendo las Redes Manual y Automatica
de Monitoreo Atmosférico (RAMA) las responsables de medir las concentraciones de las
PM10 en la Zona Metropolitana de la Ciudad de Meéxico (ZMCM) asi como de otros
contaminantes, contando en la actualidad con 32 estaciones automaticas, 19 de monitoreo
manual, 10 meteorolégicas y 2 unidades moviles (Informe de la Calidad de Aire 1998)
(Fig. 1).

A los efectos sefalados por el tamaiio de las particulas, esta estrechamente vinculada su
composicion quimica, ya que se han identificado cientos de compuestos organicos que las
hacen mas peligrosas para la salud humana (Tokiwa et al. 1980, Lioy et al. 1990, DeMarini
et al. 1996). Algunas de las principales clases de compuestos quimicos detectadas en los
extractos organicos de las aeroparticulas son los hidrocarburos aromaticos policiclicos e
hidrocarburos alifaticos, compuestos oxigenados (alcoholes, cetonas, aldehidos, acidos
carboxilicos, éteres), nitrogenados (aminas) y heterociclicos como los furanos, tiazoles,
quinotinas y piridinas (De Martinis et al. 1999). En este sentido, diversos estudios en todo el
mundo han demostrado que los extractos organicos del material particulado de las areas
urbanas y rurales presentan actividad mutagénica (Talcotty Harger 1980, Pitts et al. 1982,
De Flora et al. 1989, Adonis y Gil 1993, Villalobos-Pietrini et al. 1995, 1998, 1999) y
cancerigena en diferentes modelos animales (Epstein et al. 1979, Anderson et al. 1996).
Los productos quifnicos identificados en muestras ambientales presentan una
correspondencia alta con la composiciéon quimica de las fuentes de emision (Chow 1995).
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Fig.1. Ubicacion de las 32 estaciones de la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico (RAMA) en la Zona
Metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM). El Centro de Ciencias de la Atmodsfera (CCA-UNAM ) se
localiza en el suroeste, al igual que la estacidn del Pedregal.

Fuente: Informe Anual de Calidad del Aire (Secretaria del Medio Ambiente 1998).
VALLEJO XALOSTOC CUAJIMALPA TULTITLAN HANGARES TAXQUENA
VAL XAL CUA TLI HAN TAX
LA VILLA PEDREGAL INSTITUTO LAGUNILLA TLAHUAC LAURELES
LVI PED MEXICANO DEL LAG TAH LLA
PETROLEO
IMP
INSURGENTES AZCAPOTZALCO VILLA DE LAS UAM LA PRESA CHAPINGO
MIN AZ FLORES IZTAPALAPA LPR CHA
VIF umz
TACUBA ARAGON TLALPAN ATIZAPAN BENITO JUAREZ CERRO DE LA
TAC ARA TPN ATI BJU ESTRELLA
CES
SAN AGUSTIN PLATEROS CUITLAHUAC MERCED SANTA URSULA TLALNEPANTLA
SAG PLA cul MER SUR TLA
ENEP-ACATLAN NETZAHUALCOYOTL CENTRO DE
EAC NET CIENCIAS DE LA
ATMOSFERA
CCA-UNAM

7



Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) y sus derivados, son grupos de compuestos
organicos que han recibido atencién especial por su demostrada capacidad para inducir
daifo genético en bacterias con diversas cepas de Salmonella typhimurium (ensayo de
Ames) (Pitts et al. 1982, Nardini y Clonfero 1992, Kuo et al. 1998) cuyos resultados
sugerieren la existencia de compuestos mutagenicos. Los HAP consisten de dos o mas
anilios de benceno y/o ciclopentadieno fusionados, ya sea en arreglos lineales, angulares o
en grupos (Baek et al. 1991). Se originan de la descomposicion térmica de cualquier
material organico integrado por carbono e hidréogeno. Los mecanismos principales de
formacion ocurren durante los procesos de pirdlisis y carbonizacion a temperaturas altas, asi
como en la combustion incompleta de diferentes derivados del petroleo (Bjorseth y
Ramdahl 1985). Durante el proceso de pirdlisis se observé que dependiendo del tipo de
materia organica que se utilice como combustible, la cantidad de HAP producida (perfil de
HAP) fue caracteristica y sus proporciones estuvieron en funcién principalmente de las
condiciones de combustion tales como temperatura y cantidad de oxigeno presente
(Grimmer 1983). Asi mismo, existen procesos de carbonizacién como la generacion de
petréleo y de carbon mineral, que también originan HAP por decaimiento del material
biolégico a temperaturas bajas (inferiores a 200° C) y presiones elevadas durante millones
de anos. La transformacion asemeja a la de la pirdlisis, pero las reacciones son mas lentas
debido a las bajas temperaturas involucradas (Bjorseth y Ramdahl 1985).

Aunque se han reconocido fuentes naturales para la generacion de HAP (actividad volcanica
y biosintesis), las fuentes antropogénicas contribuyen en mayor grado a la contaminacion
atmosférica de las areas urbanas (Grimmer 1983, Nikolaou et al. 1984, Eskinja y Soljic
1996) y se dividen en estacionarias y mdviles; las primeras estan en las zonas industriales y
residenciales, la incineraciéon de desechos y la produccion de energia eléctrica donde se
queman grandes cantidades de combustibles de origen fosil. En la segunda categoria se
incluyen a todos los vehiculos automotores terrestres, marinos y aéreos que utilizan gasolina
y diesel (Bjorseth y Ramdahl 1985, Masclet et a/. 1986, Eskinja y Soljic 1996). En el
caso de los vehiculos automotores, los HAP son originados por tres distintos mecanismos:
1. Sintesis a partir de moléculas simples en el combustible, particularmente de compuestos
aromaticos, 2. Almacenamiento en depdésitos de motores y volatilizacién de HAP contenidos



en el combustible y 3. Pirdlisis de lubricantes. La presencia de HAP en combustibles de
origen fosil se justifica al actuar como antidetonantes y en numerosos paises ha aumentado
su uso para reducir las cantidades de plomo (Pb) que se emplean con el mismo fin (Baek et
al. 1991).

Los HAP son emitidos inicialmente a la atmosfera en fase gaseosa y posteriormente son
transformados a la fase particulada después de ser adsorbidos en particulas preexistentes o
por condensacion al disminuir la temperatura, aunque los compuestos mas volatiles
persisten en forma de gas (Broddin et al. 1980, Van Vaeck et al. 1984). Diversos estudios
demuestran que la abundancia de los HAP en las particulas esta estrechamente vinculada
con su tamarno, existiendo mayor concentracion en aquellas de tamario respirable (PM10)
(Baek et al. 1991). Van Vaeck y Van Cauwenberghe (1978, 1984) reportan para zonas
urbanas que aproximadamente entre 90 y 98% de estos compuestos se asocian con
particulas menores de 3 um, mientras que entre 70 y 80% de los HAP se encuentran
presentes en particulas mas pequeias de 1 um. Por su parte, Pistikopoulos et al. (1990)
sefialan una distribucion bimodal para los HAP ubicando en particulas menores de 1 um a
los compuestos menos volatiles, mientras que los de mayor volatiidad se asocian
principalmente con aeroparticulas superiores a éste diametro; los primeros se forman por
adsorcion y los ultimos por condensacion.

Una vez en la atmdsfera, los HAP pueden transformarse al reaccionar con otros
contaminantes que actiian como oxidantes, tal es el caso de O3, NO,, peroxiacetil nitrato
(PAN) y radicales libres, favoreciendo esta situacion, factores ambientales como el agua, la
temperatura y la cantidad de radiacién solar (Pitts et al. 1978, Arey et al. 1992). Algunos de
los productos de dichas interacciones son los derivados nitro y dinitro, hidroxi, oxi y
sulfonados de los HAP, a los que se les atribuye la mayor parte de la actividad mutagénica
directa en los extractos organicos de particulas (Casellas et al. 1995). En general, los
dinitroderivados son mas mutagénicos que sus analogos mononitro (Rosenkranz y
Mermelstein 1983). Sera et al. (1991) describieron la presencia de 3,6-
dinitrobenzo(a)pireno en emisiones de diesel en la Ciudad de Santiago de Chile, siendo el
mutageno mas potente con las cepas empleadas, pese a su elevada inestabilidad ante la
radiacion ultravioleta.



Debido a los riesgos en la salud que implica la exposicidn a esta clase de contaminantes, no
so6lo por su tamario sino también por su variada composicion quimica, actualmente se han
desarroliado sistemas biolégicos de prueba especialmente en microorganismos que
detectan dafos en el material genético (genotoxicidad) ocasionados por dichos compuestos
o mezclas de ellos que pueden obtenerse de otras matrices (suelo, agua, alimentos, etc.).
Estas pruebas constituyen las herramientas principales en la valoracién de situaciones de
riesgo potencial de poblaciones expuestas (Brusick 1988, Williams y Weisburger 1988,
Lewtas et al. 1994). Uno de los sistemas mas usados en diversos laboratorios de todo el
mundo es la prueba de Ames con el ensayo estandar de incorporaciéon en placa, que se
introdujo en la década de los 70 y emplea diferentes cepas auxoétrofas (his’) de Salmonella
typhimurium, permitiendo evaluar el potencial mutagénico de cientos de compuestos
quimicos de diversos sectores industriales: farmacéutico, cosmeéticos, alimentos, pesticidas
e incluso mezclas complejas organicas ambientales (Ames et al. 1973, 1975, Claxton et al.
1987, 1992). Asimismo, esta prueba sugiere la presencia de compuestos carcinégenos, ya
que se ha observado una estrecha relacidon con su capacidad para inducir mutaciones
(McCann y Ames 1976). No obstante su aita sensibilidad (aproximadamente el 83% de los
carcindgenos probados son mutagenos) y especificidad (aproximadamente el 87% de los
compuestos no carcinégenos probados no son mutagenos) deben respaldarse con ensayos
capaces de detectar dafio al ADN en células de mamifero tales como eventos mutagénicos
y alteraciones estructurales a nivel cromosomico y numérico. En su conjunto estos sistemas
integran lo que se ha denominado baterias o matrices de prueba y son indispensables en la
determinaciéon de compuestos cancerigenos (McCann y Ames 1976, Brusick 1988,
Williams y Weisburger 1988).

Eil ensayo estandar de incorporacion en placa a partir de su introduccidon como sistema
capaz de detectar compuestos potencialmente carcindgenos, ha sufrido modificaciones no
so6lo de caracter metodoldgico, aumentando la sensibilidad en la deteccidon de dichos
compuestos (variantes como los procedimientos de preincubacion y microsuspension), sino
también en las caracteristicas genéticas, y por ende fenotipicas, de las cepas que emplea
(Kado et al. 1983, Maron y Ames 1983).

Las cepas de Salmonella typhimurium utilizadas en la prueba de Ames poseen una serie
de marcadores genéticos que facilitan la deteccién de los compuestos de interés, el principal
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de ellos y que constituye la base de la prueba es una mutacién en el operén de la sintesis
de histidina que impide su desarrollo en medios minimos carentes de este aminoacido. El
fundamento del ensayo es que con los compuestos de prueba, dicho fenotipo sea revertido
debido a la induccion de mutaciones en el operon, de esta manera los revertantes tendran
ahora la capacidad de desarrollarse en los medios minimos sin requerir la adicién de
histidina (protétrofas, his*) (Ames et al. 1973, Maron y Ames 1983). Cuando la cantidad de
revertantes es al menos del doble del valor de la reversibn espontanea en dos
concentraciones consecutivas y se tiene una relacion lineal de la concentracidon-respuesta,
se considera la presencia de mutagenos (Maron y Ames 1983, Claxton et al. 1987). Otro
marcador presente en estos microorganismos es una mutacion en el gen rfa que ocasiona la
alteracion parcial de los lipopolisacaridos de la pared celular y con ello el incremento de la
permeabilidad a moléculas grandes, lo que es evidenciado por la sensibilidad al cristai
violeta, compuesto que en las cepas silvestres no ocasiona inhibiciéon del desarrollo (Ames
et al. 1973). Asimismo se ha propiciado una delecion en el gen UvrB que afecta el sistema
de reparacion por escision del ADN, lo que permite la deteccion de compuestos capaces de
danar a esta molécula. Si este sistema de reparacion funciona correctamente, el dafo de los
compuestos de prueba seria corregido por lo que no habria incremento en el nimero de
revertantes y por consiguiente no se apreciaria ningun efecto. La funcionalidad de este
marcador es evidenciada por la falta de desarrollo tras su exposicion a radiaciéon ultravioleta.
Esta delecion se extiende al gen bio ocasionando que las bacterias también requieran
vestigios de biotina para su crecimiento (Ames et al. 1973). Ademas, también se ha
introducido el plasmido pkM101 (factor-R) que contiene muitiples copias de los genes que
codifican para los mecanismos de reparacion propenso a error del ADN, aumentando la
sensibilidad ante compuestos con los que se observé una baja respuesta en aquellas cepas
que carecen de él. Este plasmido también reflejé un incremento en la frecuencia de la
reversién espontanea ademas de proporcionar resistencia al antibiético ampicilina (McCann
et al. 1975, Langer et al. 1981, Maron y Ames 1983).

Otro marcador introducido es el plasmido pYG216 que posee con mililtiples copias del gen
pBR322 y permite la sobreproduccion de nitrorreductasas, aportando mayor sensibilidad y
especificidad ante compuestos con grupos nitro, que las cepas TA98 y TA100; su presencia,
brinda resistencia al antibiético tetraciclina e incrementa la respuesta de la reversion



espontanea de 2 a 3 veces respecto a las cepas que les dieron origen (Watanabe et al.
1989, 1990, Einisto et al. 1991).

En un principio el ensayo soélo aportaba informacion de compuestos con actividad
mutagénica directa, ya que las bacterias tienen baja capacidad de transformacion
(Rosenkranz y Mermelstein 1983), siendo imposible detectar compuestos que necesitan
ser metabolizados para expresar su efecto mutagénico como ciclofosfamidas, nitrosaminas
e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), por lo que algunos autores cuestionaron la
eficacia del mismo. La situacion fue resuelta con la adicion de mezclas enzimaticas de
higado de rata (fraccion S9), inducidas previamente por compuestos como aroclor y
fenobarbital. De esta forma los compuestos son transformados en intermediarios
electrofilicos que pueden interactuar con macromoléculas celulares incrementando efectos
de toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad (Adonis y Gil 1993). En la actualidad se
sabe que el sistema enzimatico responsable para la activacion de contaminantes
atmosféricos es el citocromo microsdmico de higado de mamifero P-450 (sistema
monoxigenasa) (Gonzalez 1990, Okey 1990). Sin embargo, este sistema tiene una doble
funcion ya que también puede metabolizar contaminantes y volverlos menos téxicos
(Adonis y Gil 1993), por lo que es posible evaluar el potencial mutagénico de compuestos
de actividad directa e indirecta y dependiendo de las cepas, el ensayo ofrece informacion
sobre los mecanismos por los que se revierte la mutacion en el operén de la histidina y que
pueden ser por corrimiento en el marco de lectura identificado por la cepa TA98 6 por
sustitucion de pares de bases en TA100, asi como en sus cepas derivadas. Una mas de las
ventajas que favorece el empleo de esta prueba en numerosos laboratorios de todo el
mundo es la rapidez con la que se obtienen resultados (prueba de corta duracién) asi como
sus relativamente bajos costos (Ames et al. 1975, Mdller y Alfheim 1979, Maron y Ames
1983).
A todas las cepas mencionadas y otras mas en su conjunto se les considera sistema de
cepas de Salmonella typhimurium y surgieron a partir de la cepa silvestre LTZ2, inicialmente
solo algunas eran empleadas como, por ejemplo, las TA1535, TA1537 y TA1538. Cada una
de ellas posee un tipo de mutacion diferente en el operén de la sintesis de lhistidina. En el
caso de la TA1535 se localiza en el gen hisG46 y es responsable de la sintesis de la
primera enzima para la produccion de dicho aminoacido (Ames et al. 1973). Al introducir en



esta cepa el plasmido pKM101 (factor R) se origin6é la TA100, ambas capaces de detectar
mutagenos que inducen sustitucion de pares de bases. Por su parte las TA1538 y TA98
presentan la mutacién en el gen hisD3052, que codifica para la histidinol
deshidrogenasa, otra enzima participante de la ruta ya mencionada. La cepa TA98 se cre6
por la insercién del mismo plasmido en TA100, pero en este caso al igual que TA1538, es
capaz de detectar mutagenos que ocasionan corrimientos en el marco de lectura. La cepa
TA1537 posee la mutacion en el gen hisC3076 y dié origen a la TA97(pKM101), salvo que
ésta ultima presenta otra mutacion en el gen hisD6610, siendo también sensible a algunos
de los mutagenos que revierten a las cepas TA1538 y TA98 (Maron y Ames 1983).
Por otra parte, Rosenkranz y Speak (1975,1976) aislaron cepas derivadas de la TA98 y
TA100 deficientes en nitrorreductasas que fueron designadas como las cepas TA98NR,
TA100NR y TA98/1,8DNPgs y se emplean para determinar la presencia de mutagenos con
grupos nitro en extractos organicos de aeroparticulas y que son considerados responsables
de la mayor parte de la actividad mutagénica directa en bacterias y en células de mamifero,
ademas de inducir aberraciones cromosdmicas e intercambios de cromatidas hermanas en
éstas udltimas. Yamada et al. (1997) a partir de la cepa TA1538 crearon la nueva cepa
YG7132 también deficiente en nitrorreductasas. El gen del plasmido pYG638 (semejante al
plasmido pYG111) que confiere resistencia al antibidtico kanamicina fue seleccionado por
enzimas de restriccion e introducido mediante electroporaciéon, reemplazando al que codifica
para las nitrorreductasas. Posteriormente se inserté el plasmido pKM101. De esta forma la
cepa YG7132 es virtualmente equivalente a la cepa TA98NR. La actividad mutagénica la
YG7132 ante compuestos como el 2-nitrofluoreno y 1-nitropireno es diez veces menor que en
la cepa TASS8.
El numero y tipo de cepas empleadas dependera de la disponibilidad y del tipo de muestra,
del objetivo de estudio, asi como de los conocimientos previos que se tengan del material de
prueba (Maron y Ames 1983, Claxton et al. 1987, Watanabe et al. 1989). DeMarini et al.
(1996) sefialan que la mutagenicidad de las mezclas complejas (MCO) de aeroparticulas
reflejan el domino de clases particulares de mutagenos quimicos dentro de las mismas.
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LLa identificacion de éstos mutagenos especificos se limita por la extrema complejidad de la
materia organica extraida adsorbida a las aeroparticulas. Consecuentemente estos extractos
deben ser separados en fracciones substancialmente menos complejas para facilitar su
aislamiento e identificaciéon (De Martinis et al. 1999). En la actualidad, el estudio del potencial
genotéoxico de las MCO se ha centrado en la identificacion de los principales compuestos
responsables de dicho efecto (Casellas et al. 1995, De Martinis et al. 1999). De esta forma
se han desarrollado estudios donde paralelamente se llevan a cabo evaluaciones biologicas
en modelos como el de Salmonella typhimurium y quimicas mediante el empleo de técnicas
cromatograficas que permiten la obtencion de fracciones menos complejas, asi como su
caracterizacion quimica, ayudando a identificar y aislar éstos compuestos. El acoplamiento de
ambas técnicas (bioensayo-dirigido) puede simplificar la enorme tarea de ubicacion de los
mutagenos en los extractos organicos de aeroparticulas, ya que los resultados de los
bioensayos son Utiles para centrar los esfuerzos de identificacién en aquellas fracciones que
presentan mayor actividad mutagénica (Casellas et al. 1995, De Martinis et al. 1999).
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2. OBJETIVOS

Determinar las concentraciones de las particulas = 10 ym (PM10) y de la materia organica
extraida (MOE) asociada a ellas y establecer las diferencias entre las temporadas de secas
(enero-febrero) y lluvias (agosto-septiembre) de 1998 en el suroeste de la Ciudad de México,
asi como definir sus posibles correlaciones con la precipitacion pluvial, la temperatura, la
presion atmosférica, la humedad relativa, la direccion y la velocidad del viento en el periodo
de muestreo.

Evaluar la mutagenicidad directa e indirecta de la MOE de las PM10 y sus fracciones
organicas mediante la Prueba de Ames (estandar) con las cepas TA98 con y sin 89, YG1021
(que sobreproduce nitrorreductasas) y YG7132 (que es deficiente en nitrorreductasas)
durante secas y lluvias, haciendo la identificacion y cuantificacion de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP) mediante el analisis por Cromatografia de Gases-
Espectrometria de Masas (CG-EM) para verificar su responsabilidad en dicha actividad.

Determinar la relaciéon entre los parametros meteorologicos y la actividad mutagénica
observada en las MCO y explorar la posible existencia de mecanismos antagdnicos dentro de
las MCO mediante la combinaciéon de aquella(s) fraccion(es) quimica(s) con mayor actividad
mutagénica y las fracciones de menor respuesta.
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3. METODOLOGIA

3.1 Muestreo

Antes de efectuar los muestreos, los filtros de fibra de vidrio (Gelman) se acondicionaron
durante 24 h a 200° C con el fin de eliminar contaminantes organicos que pudieran estar
adheridos a ellos, posteriormente fueron pesados en una balanza analitica (= 0.1 mg,
Sartorius) y se ubicaron en un desecador con una humedad relativa entre 30 y 40 %.
Transcurridas 24 h se pesaron nuevamente. Cuando la variaciéon fue menor a + 0.1 mg, los
filtros estuvieron listos para el muestreo, si esta era mayor, se colocaban nuevamente en el
desecador repitiendose el procedimiento de pesado.

Los muestreos se efectuaron en la zona suroeste de la Ciudad de México en la azotea de las
instalaciones del Centro de Ciencias de la Atmdsfera (CCA-UNAM) a 7 m del piso durante
enero y febrero (temporada de secas) y agosto y septiembre (temporada de liuvias) de 1998,
utilizando un equipo de altos volumenes (Hi-Vol) Andersen-PM10. Cada muestreo tuvo una
duracion de 24 h y la periodicidad entre cada uno de ellos fue de 48 h en promedio. El flujo
medio de operacién del equipo, calibrado con un manémetro (Dwyer), fue de 1.13 m3/min +
10%, muestreando 1320.9 + 289.74 m® de aire en promedio durante el periodo de colecta. Al
término del muestreo los filtros se pesaron nuevamente, se colocaron en el desecador a una
humedad relativa entre 30 y 40%. E| pesado se repitié transcurridas 24 h, la diferencia del
peso final con el inicial, dividida entre el volumen de aire muestreado determiné la
concentraciéon de particulas en pg por m?, que se ajusté a condiciones estandares de
temperatura y presion (25 °C y 1 atmésfera) (ver apéndice).

3.2 Extraccion y determinacion de la materia organica extraida (MOE)

Para los analisis quimico y biolégico, cada filtro se extrajo en un equipo de ultrasonido
(Branson 3210), con 70 mL de diclorometano (DCM) grado HPLC, en tres ocasiones de 30
minutos a temperatura entre 10 y 20° C. Para evitar la influencia de la luz sobre los
compuestos, las extracciones se realizaron en un laboratorio equipado con lamparas de luz
amarilla. Para remover los sélidos suspendidos, el extracto organico se filtr6 en un sistema
“millipore” con membranas de teflon de 0.22 pm de diametro de poro y 25 mm de diametro,
con la ayuda de una bomba de vacio (100-200 lib/cm?). El volumen de cada extracto se

redujo hasta 2 mL con un rotavapor (Buchi), a 60-90 revoluciones/min, entre 30 y 40°C y con
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un vacio de 100 a 200 lib/cm?. Los extractos se colocaron en viales ambar y se refrigeraron
(0° C) hasta el momento del analisis quimico y del ensayo biolégico.

Cada muestra se afor6 a 1 mL, se tomdé una alicuota de 200 plL, se colocé en un vial
previamente pesado, llevandose a sequedad bajo un flujo ligero de nitrégeno gaseoso grado
cromatografico y se pesd nuevamente. La diferencia entre éstos dos pesos permitid
determinar la cantidad de materia organica en la alicuota (MOE). La cantidad total de MOE
entre el volumen total de aire muestreado definié la concentracion de materia organica

expresada en ug/m°.

3.3 Parametros meteorolégicos

De la estaciéon meteorologica del Observatorio de Radiacion Solar del instituto de Geofisica
de la UNAM se obtuvieron automaticamente mediciones de humedad relativa (%),
temperatura (° C), precipitacion pluvial (mm), presién atmosférica (mmHg) y velocidad (m/s) y
direccion del viento. En el caso de la correlacion de las concentraciones de las PM10 y la
MOE con estos parametros, se calculé el promedio por cada dia de muestro, mientras que en
el caso de la correlacion con las actividades mutagénicas se emplearon promedios
mensuales determinados solamente de los dias de monitoreo.

3.4 Fraccionamiento quimico y analisis cromatografico

La MOE se acumulé mensualmente (acumulados mensuales ¢ MCO) y se fraccioné por
cromatografia en columna en un gradiente de polaridad creciente (no polar a polar). Se
empled silica gel como adsorbente previamente activado por 24 h a 130 °C. Se evito el
secado en el empaque del adsorbente para obtener un buen fraccionamiento. La velocidad de
la elucidn se regulé manualmente (2 mL/min). Una vez agregada la muestra, se obtuvieron
cuatro fracciones organicas (FO) en el siguiente orden de elucién:

Fracciéon Organica Volumen (mL) Disolvente Proporcion
1 25 ) Hexano
2 25 Hexano-Diclorometano 6:4
3 25 Diclorometano
4 50 Metanol




Tanto las MCO como sus fracciones fueron analizadas en un cromatégrafo de gases
acoplado a un espectrometro de masas Varian Saturno 2000 con automuestreador para la
identificacion y cuantificacion de los HAP. Las condiciones de operaciéon del equipo se
describen en Amador-Muiioz (1996).

3.5 Prueba de marcadores

Antes de llevar a cabo los ensayos biolégicos mediante la Prueba de Ames se confirmo la
presencia de los marcadores genéticos en las cepas empleadas. El requerimiento de
histidina en todas ellas se evidencia por el crecimiento de estrias en placas con histidina en
exceso (0.1 mL 0.1 M) y biotina (0.1 mL 0.05 mM) en comparacion con las placas testigo que
so6lo contienen biotina. La presencia del marcador rfa se comprueba mediante la aparicion de
un halo de inhibicion de crecimiento en placas con medio completoc donde se colocan 0.1 mL
de cultivo de bacterias nocturno y un filtro estéril al que se le adicionan 10 pl de una solucion
de cristal violeta (1 mg/mL). La permeabilidad de la pared permite la entrada de esta solucion
toxica en la célula, situacion que en las cepas silvestres no se presenta. La delecion UvrB se
evidencia por la falta de crecimiento de estrias en placas con medio completo después de ser
irradiadas con una lampara de UV. La mitad a lo largo de las estrias se cubre previamente
con papel aluminio. La parte no expuesta a la radiacion presenta crecimiento. En el caso de
los plasmidos pkM101, PYG216 y PYG638 se colocan 0.1 mL del cultivo nocturno en placas
con medio completo asi como discos de papel filtro al que se le adicionan de manera
independiente soluciones de ampicilina, tetraciclina y kanamicina en concentraciones de 25,
6 y 25 ug/mL, respectivamente. En el caso de la cepas YG1021 y YG7132 se usaron
soluciones de ampicilina y tetraciclina y ampicilina y kanamicina, respectivamente. En torno
a los discos se aprecio el crecimiento de las bacterias pues los plasmidos les confiere
resistencia limitada.

3.6 Analisis biologico (Prueba de Ames)

Los ensayos biolégicos se realizaron segun lo establecido por Maron y Ames (1983) para el
ensayo estandar de incorporacién en placa. Las muestras de materia organica extraida
(MOE) o las mezclas complejas organicas (MCO) asi como sus fracciones organicas
correspondientes (FO) se prueban con las cepas TA98 con y sin la fraccién metabdlica (S9),



YG1021 (sobreproducciéon de nitrorreductasas) y YG7132 (deficiente en nitrorreductasas).
Todas las muestras organicas se disuelven en 100 plL de dimetilsulfoxido (DMSO)
probandose en cinco concentraciones incluyendo la reversiéon espontanea (0, 5, 8, 12y 17
ng/mL) por duplicado o triplicado dependiendo de la disponibilidad de MOE, adicionando 0.1
mL de cultivo bacteriano (1 a 2 x 10° células/mL) desarrollado en caldo nutritivo oxoid no. 2
durante 16 a 17 h con agitacion y 0.5 mL de la fraccion metabdlica S9 (de higado de rata
inducida con aroclor) (Maron y Ames 1983). Se incluyen benzo(a)pireno (B(@)P) y 1-
nitropireno (1-NP) (0.370 ug/mL, en ambos casos) como testigos positivos indirecto (-S9) y
directo, respectivamente, para la cepa TA98 y sdlo 1-NP como directo para YG1021 y
YG7132 (0.005 pg/mL y 0.370 png/mL, en ese orden). Los testigos negativos fueron 0.5 mL de
la fraccion enzimatica S9 y 0.1 mL de DMSO (triplicados) para evaluar su efecto sobre el valor
de la frecuencia de reversion espontanea de cada cepa. Se incuban a 37 °C durante 48 a 72
h efectuando enseguida el conteo manual de las colonias por placa. Los revertantes netos se
obtienen del numero de colonias inducidos por los compuestos de prueba (FO y MCO) menos
el valor de reversion espontanea. Se establece la recta de regresion de la porcion lineal de las
curvas concentracion-respuesta de cada muestra y se calcula la pendiente que se considerd
como la potencia mutagénica.

Para explorar la existencia de compuestos o eventos capaces de abatir la potencia
mutagénica se llevd a cabo la combinacion de la fraccién con mayor actividad mutagénica
obtenida (FO3) con las de menor actividad (FO1, FO2 y FO4) de enero. Estas combinaciones
se probaron en las cepas TA98+S9 y YG1021 (-S9) en las siguientes proporciones: 1:7.5,
1:1.2 y 1:24.7, respetando las concentraciones iniciales de prueba. Las proporciones se
determinaron considerando la masa total de MOE después del fraccionamiento y el
porcentaje que éstas representaron de la cantidad de la MCO inicial.

3.7 Analisis estadistico

Como los datos de concentracion de particulas y de MOE no presentaron distribucién normal .
fueron analizados mediante la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov (MINITAB
1996). Cuando se usaron los logaritmos en ambas concentraciones, se logré la
normalizacion. La comparacién de los promedios geométricos de las concentraciones de
particulas y de la MOE por temporada, se hizo empleando la “t de Student” (para muestras
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independientes, normales y menores de 30 datos). Por otra parte, la existencia de una
relacion lineal entre concentracion-respuesta (nimero de revertantes inducidos contra ug de
muestra probada) se efectué mediante el analisis de varianza (MINITAB 1996). En algunos
casos se optdé por la omision de un valor extremo de las series para conseguir la relacion
lineal (Barale et al. 1991). Las pendientes de las rectas de regresion se compararon con la “t
de Student” (Kuo et al. 1998). La asociacion entre las variables se determin6 al definir los
coeficientes de correlacion (r) respectivos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Particulas y MOE

Se realizaron 26 muestreos en la temporada de secas v 17 en la de lluvias durante 1998 en el
suroeste de la Ciudad de México. En las figuras 2 y 3 se expresa el comportamiento de las
concentraciones estandar de PM10 y MOE por dia de muestreo. A excepcion de los
realizados el 22 y el 24 de febrero con concentraciones de 166 y 151 pg/m?’, los demas
estuvieron abajo de los 150 ug/m?, limite que establece la Norma Oficial Mexicana (NOM-025-
SSA-1994) como maximo para un periodo de 24 h. No hay norma mexicana que indique la
concentracion limite para la MOE. En la tabla | se encuentran los resultados del periodo de

muestreo, incluyendo datos de la masa (mg) por acumulado de PM10,

TABLA |I. MASA Y CONCENTRACION MENSUAL POR TEMPORADA DE LAS PM10 Y MOE, DURANTE
ENERO, FEBRERO, AGOSTO Y SEPTIEMBRE DE 1998

Periodo de Numero Volumen Masa Masa PG” mensual PG* mensual % de MOE
Muestreo de de aire PM10 MOE’ estandar de estandar de asociadas
1998 muestreos (ma) (mg) (mg) las PM10 la MOE a las PM10
(ng/m3) + EE® (ng/m?) £ EE
12 17753 1102 181.3 74 + 32.0 111+ 5.8 15
Enero -22.3 -3.8
14 24514 2079 333.5 104 + 32.6 14.5 +12.3 14
Febrero -24.8 _6.7
7 12774 634 64.0 63 +19.4 63 +1.8 10
Agosto -14.6 -14
Septiembre 10 16413 812 119.5 58 + 32.8 73 +34 12
- 21.0 -23
Promedio de 89 + 37.8 12.8 + 9.2 14.5
secas -26.5 ’ -54
11.3
Promedio de 60 +27.3 6.9 +27
lluvias -18.8 -1.9

La eficiencia en la recuperacién de MOE se estimdé mediante el empleo de material de referencia estandar
(1649a) del National Institute of Standars and Technology. El porcentaje de MOE por unidad de masa de
particulas es de 4.6 %, superior en 15 % al determinado en este estudio (3.9 %). De esta manera la MOE
representa la masa de materia organica extraida considerando dicha diferencia en el procedimiento de obtencion.
Este ajuste permitié estimar con mayor veracidad las concentraciones ambientales de MOE y HAP.

2 Promedio Geomeétrico.
3 Error Estandar (ver apéndice).
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Fig. 3 Concentracion estandar de la materia organica extraida de las PM10 durante la temporada de secas (a,
enero y b, febrero ) y lluvias (c, agosto y d, septiembre) en 1998.
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Fig. 4 Concentraciones estandar promedio mensuales de las (a) PM10 y MOE durante enero, febrero agosto
y septiembre de 1898 (a) y por temporada (b).

MOE esperada’ y las concentraciones geométricas estandar, donde los promedios mas altos
de PM10 y MOE se presentaron en febrero (104 y 14.5 pg/m?®); septiembre mostré la menor
concentracion de particulas (58 pg/m3) y agosto la de MOE (6.3 p.g/m3) (Fig. 4a y b). Las
concentraciones de PM10 y MOE presentaron una correlacion significativa (r=0.95, p<0.01) y
fueron mayores en la temporada de secas (p<0.05). Las concentraciones de particulas fueron
mayores que las reportadas por la RAMA en la estacion del Pedregal ubicada en la misma
zona de estudio durante 1998 (68 y 33 pg/m3 para secas Y lluvias, respectivamente) e incluso
por arriba de los promedios por temporada en la ZMCM en el periodo de 1995-1998 indicados
en la tabla Il (Informe Anual de la Calidad del Aire 1998, 1999). Las diferencias en las
concentraciones por temporada entre la Estacion Pedregal y el CCA-UNAM para 1998 (20 y
27ug/m?3, respectivamente) sugieren la presencia de fuentes locales que contribuyeron con
concentraciones mas altas de particulas en este ultimo sitio. Cabe sefialar que la
concentracion promedio para las PM10 en la temporada de secas fue superior a la descrita
en 1989-1990 (68.5 ug/m?) en el CCA-UNAM durante el mismo periodo (Villalobos-Pietrini
et al. 1995).

Por otra parte, el promedio de PM10 de lluvias en el CCA-UNAM (Tabla 1) fue menor a los 62
pg/m? reportados en el verano (febrero-mayo) de 1994 en la Ciudad de Sao Paulo, Brasil;
considerada como una de las mas pobladas, industrializadas y con alto nivel de trafico
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vehicular en Sudamérica (De Martinis et al. 1999). Asimismo, en el area urbana de Hamilton
(Ontario, Canada) en 1990-1991 la concentracién promedio anual de 31.43 pg/m® (Legzdins
et al. 1995) fue inferior al promedio de las dos temporadas en el CCA-UNAM (74.22
pg/ma), pese a no representar todo el afio.

TABLA Il. COMPORTAMIENTO DE LAS CONCENTRACIONES PROMEDIO DE LAS PM10 (ug/m°) DURANTE
EL PERIODO 1995-1999 PARA LA ZONA METROPOLITANA DE LA CIUDAD DE MEXICO
(ZMCM) Y DE SEIS ESTACIONES DE MONITOREO DE LA RAMA. LOS PROMEDIOS SE
PRESENTAN POR TEMPORADAS.

Seca caliente I 1995 ] 1996 T 1997 [ 1998 | 1999
ZMCM 81 100 63 124 76
Pedregal 68 61 123 86

Merced 81 78 111 139
Tlalneplantla 78 156 75 120

Xalostoc 57 162 71 164

Cerro de la Estrella 121 82 107 149
Nezahualcoyoti 104 119 - 88 171

Lluvias

ZMCM 51 58 53 54 40
Pedregal 35 48 47 33

Merced 30 53 104 48
Tlalneplantla 50 69 55 51

Xalostoc 99 116 134 75

Cerro de la Estrella 50 45 49 54
Nezahualcdyotl 78 55 94 113

Seca frio

ZMCM 89 77 88 80 77
Pedregal 59 86 46 68

Merced 72 106 143 74
Tlalneplantla 83 112 66 76

Xalostoc 189 150 136 79

Cerro de la Estrella 70 82 98 83
Nezahualcoyotl 130 125 133 139

Fuente: Informes Anuales de 1a Calidad del Aire en el Valle de México 1998 y 1999.

Cerna et al. (2000) encontraron en el distrito industrial de Teplice (region de Bohemia en la
Republica Checa), en los inviernos de 1993-1994 y 1996-1997, concentraciones promedio
de particulas de 69.30 y 60.70 pg/m?, respectivamente, mientras que en el verano de 1994
solo alcanzaron 36.50 pglm3; en este ultimo afo se observaron diferencias entre dichas
temporadas. En el area rural de Prachatice (en la misma region), durante 1994, las
concentraciones disminuyeron a 2960 y 236 ug/m® para ambas temporadas,
respectivamente, sin mostrar diferencias entre ellas. Las concentraciones reportadas en este
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trabajo fueron mayores, cobrando mas importancia la comparacion con el distrito industrial.
Mei-Lien et al. (1999) encontraron variaciones temporailes en las concentraciones de las
PM10 en tres diferentes regiones de Taiwan (norte, centro y sur) con promedios de 42.19,
6099 y 77.10 pg/m?’, respectivamente. Estos valores fueron parecidos a los de lluvias y
menores a los de secas de este trabajo. Asimismo, Mckendry (2000) mencioné que las
concentraciones promedio de estas particulas en una area urbana de la Columbia Britanica
(Canada) durante 1993-1997 se encontraron entre 12.8 y 17.6 pg/ma, inferiores a las
halladas en este estudio. Harrison et al. (1997) sefialaron en Birmingham (Reino Unido) un
promedio de 20.06 pg/m? para la temporada de invierno (octubre 1994 a marzo 1995) y de
22.56 pg/m® en verano (abril a julio de 1995), siendo cuatro y tres veces inferiores a los
observados en este trabajo y sin diferencias entre las temporadas, situacion contraria a los
resultados de este estudio. Las diferencias entre las concentraciones de las PM10 en las
areas indicadas y el CCA-UNAM posiblemente se deben a factores ambientales y
especialmente a las tasas de emisidn de fuentes fijas y moviles que caracterizan a cada una
de ellas asi como a los tipos de combustibles empleados (Chow et al. 1996, Mckendry
2000).

Las mayores concentraciones de las PM10 en secas (periodo frio) pueden ser explicadas
por las bajas temperaturas que aumentan la transformaciéon de los compuestos de la fase
gaseosa a la particulada por adsorcidon y condensacion dependiendo ademas de su
volatilidad (Hileman 1981, Lioy et al. 1990, Pistikopoulos et al. 1990, Brook et al. 1997).
Cabe mencionar que la orografia de la Ciudad de México y el clima predominante en el
invierno inhiben la dispersidon de los contaminantes y originan episodios de inversion
térmica, donde estos quedan atrapados incluso cerca de la superficie del suelo (Streit y
Guzman 1996). Es importante mencionar la contribucién de las fuentes naturales como los
incendios en el area durante el periodo de muestreo (Informe Anual de la Calidad del Aire
1998). La zona donde se ubica el CCA-UNAM se caracteriza por un uso de suelo
habitacional y vialidades en los alrededores con un flujo vehicular alto la mayor parte del dia
(Centro de Informacion Ambiental-Estacion Pedregal), 1o que sugiere a este ultimo como
una de las principales fuentes de las PM10. En este sentido Harrison et al. (1997) sefnalaron
que aproximadamente el 32% de las concentraciones de las PM10 durante el invierno fueron

originadas por emisiones vehiculares y en verano el 50% fueron particulas gruesas de origen
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geologico, mientras que Chow et al. (1996) notaron que en las areas urbanas del Condado
de Santa Barbara (California, Estados Unidos) fueron los vehiculos la fuente responsable de
las PM10 y que las de origen geoldgico, tienen relevancia dependiendo de la zona de
estudio.

Con respecto al porcentaje de MOE asociado a las concentraciones de las PM10, este oscild
entre 10 % (agosto) y 15% (enero). El promedio para ambas temporadas fue de 12.8% e
inferior al 38% referido por Legzdins et al. (1995) en Hamilton (Canada), al 20%, reportado
por De Martinis et al. (1999) en el area urbana de Sao Paulo (Brasil) y al 20.5 % hallado por
Cerna et al. (2000) en la region de Bohemia (Republica Checa). Las altas concentraciones
de PM10 y la baja proporcion de MOE asociada a ellas sugieren que las particulas en el
area del CCA-UNAM son afectadas principalmente por la presencia de material geoldégico
originado probablemente por la erosion de los suelos y por su resuspension debido a los
vientos.

En cuanto a la relacién de las concentraciones diarias de PM10 y MOE con los parametros
meteoroldégicos uUnicamente correlacionaron de manera significativa e inversa con los
promedios diarios de la humedad relativa (r = -0.56 y -0.54, p<0.005 en ambos casos), lo que
supone su influencia en el descenso de ambas y que resultdé en diferencias significativas
entre la temporada de secas y lluvias (Salazar et al. 1992, Informe Anual de ia Calidad del
Aire 1998); en esta ultima, la humedad relativa alcanzé 78 y 89% en agosto y septiembre,
respectivamente. El aumento de las lluvias y la humedad relativa en la ZMCM, se asocia con
la entrada de aire tropical con alto contenido de humedad de junio a octubre, lo que propicia
la disminucion en los niveles de contaminantes. En 1998 la época de lluvias se retrasé con
relacion a los cuatro afios anteriores, registrando en septiembre las lluvias mas intensas
(Informe Anual de la Calidad del Aire 1998).

Andrade et al. (1994) para el area de Sao Paulo establecieron que la humedad relativa,
junto con los vientos provenientes del mar, redujeron la presencia de las particulas gruesas,
aunque estos ultimos propiciaron también su resuspension. En este sentido, Brook et al.
(1997) en Canada encontraron descensos en la temporada de Huvias por el aumento en la
precipitacién pluvial que arrastra las particulas gruesas.

Por otra parte, se hallé una estrecha relacion entre el comportamiento de las PM10 con
contaminantes atmosféricos como NO, NO; y con elementos tales como Se, Pb, Cu y Ni
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(Fukino et al. 1984). En el estudio efectuado por Mckendry (2000) se establecieron
correlaciones positivas entre las concentraciones diarias de las PM10 con las de CO (r =
0.70) y NO, (r = 0.78), caracteristicos también de fuentes vehiculares, principalmente en
invierno. No obstante las asociaciones que puedan establecerse, varian dependiendo de las
fuentes y de las condiciones ambientales.

La tabla lIl y la figura 5 presentan la cantidad de MOE observada® (no corregida por el
porcentaje de recuperacion) por acumulado y fraccion organica (FO), asi como el porcentaje
de recuperacion total. La recuperacion total de MOE (equivalente a la suma de los
porcentajes de cada fraccion) oscildé entre 60.1 % para septiembre y 81.9 % para febrero.
Para cada mes, la diferencia de la MOE con respecto 100 %, se retuvo en la columna de
fraccionamiento o bien, se perdio durante el procedimiento de determinacién de la MOE.

TABLA ill. MASA TOTAL DE LA MOE Y DE LAS FRACCIONES ORGANICAS (FO) Y PORCENTAJES DE
RECOBRO DE ENERO, FEBRERO, AGOSTO Y SEPTIEMBRE DE 1998
MOE FO1 FO2 FO3 FO4 Suma de la % de recuperacion
Muestras observada?® (mg) (mg) (mg) (mg) masa de las total
1998 Mensual fracciones
(mg)
Enero 158 29.0 4.8 4.0 67.2 105
(%) (100) (18.3) (3.0) (2.5) (42.4) 66.4
Febrero 278 36.2 7.6 257 168.1 227
(%) (100) (13.0) (2.7) (9.3) (56.9) 81.9
Agosto 51 6.7 10.0 5.13 18.2 40
(%) (100) (13.2) (19.7) (10.1) (36.0) 78.5
Septiembre 105 13.3 8.13 4.38 37.3 63
(%) (100) (12.7) (7.8) (4.2) (35.7) 60.1
% promedio
por fraccién 14.3 8.3 6.5 42.7

No corregida por el porcentaje de recuperacion. Los valores entre paréntesis representan la proporcion de la
masa de cada una de las fracciones respecto al 100%.
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Fig. 5 Porcentajes de recuperacion de la MOE después del fraccionamiento por columna con disolventes de
polaridad creciente. (a) enero, (b) febrero, (c) agosto y (d) septiembre de 1998. La suma de la masa de
cada uno de los porcentajes en las figuras, menos la cantidad de MOE fraccionada inicialmente,
representa la pérdida de MOE durante e! fraccionamiento.

La mayor cantidad de MOE se obtuvo principalmente en las fracciones numero 4 (metanol,
excepto septiembre), promediando 42.7 %. Las FO3 (diclorometano) promediaron 6.5 %,
mientras que las FO1 y FO2 representaron 16.8 y 10.4 %, respectivamente. Casellas et al.
(1995) coinciden en sefalar que la MOE asociada a las particulas esta integrada en su
mayoria por compuestos no polares y de alta polaridad eluidos con hexano y metanol,
respectivamente. Cabe mencionar que la masa de MOE de las FO4 fue ajustada con
respecto de las cantidades iniciales debido a la disoluciéon del adsorbente (silica gel) a causa
del metanol. Los blancos del proceso de fraccionamiento indicaron que en promedio se
disolvieron 11.5 mg del adsorbente, por lo que esta cantidad se rest6 a la masa de MOE
determinada para cada FO4. Las cantidades de MOE indicadas en la tabla lll se utilizaron en
los calculos para definir las concentraciones probadas en los ensayos biologicos y en la
determinacion de la masa de los HAP presentes en cada MCO y fraccion.
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4.2 Analisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM)

La tabla IV y la figura 6 indican la masa total (ug) de HAP en la MOE esperada' y
observada® de los acumulados y en las correspondientes fracciones organicas. Para enero,
febrero, agosto y septiembre los HAP representaron el 0.15, 0.14, 0.05 y 0.15 % de la masa
de la MOE esperada1, indicando los bajos niveles de estos en las MCO. Los porcentajes por
temporada alcanzaron en secas 0.14 % y en lluvias 0.10%. Se determiné mayor masa de
HAP totales en los meses de secas que en lluvias (p<0.01). Las bajas temperaturas, el mayor
uso de combustibles y la menor cantidad de radiacion solar (que origina una baja reactividad
en invierno), favorecen la presencia de los HAP en la fase particulada (Pistikopoulos

TABLA IV. MASA TOTAL DE HAP (ug) EN MCO Y EN LAS FRACCIONES ORGANICAS (FO 1 a 4) DE
ENERO, FEBRERO, AGOSTO Y SEPTIEMBRE DE 1998.

Enero Febrero Agosto Septiembre

+ IC + IC +IC +IC
MOE' 2746 £ 11.5 470.2 £ 15.9 31314 176.5 7.2
MOE? 240.0 = 10.0 392.0 +13.3 249+ 11 155.0 £ 6.3
FO1 0.0 27+0.2 0.6 £ 0.03 0.0
FO2 174.7 £2.2 2073+ 7.7 10.3+0.5 442 +15
FO3 101.3 £ 3.7 454 £ 1.9 8.2+04 442 +1.7
FO4 21+1.0 62.6 £+ 4.9 3.56+£0.1 0.0

Suma de
fracciones 265.8 320.8 24.0 88.4

MOE corregida al 100% de recuperacion.
2 MOE no corregida al 100% de recuperacion.
IC-Intervalo de confianza al 95% del método analitico empleado, obtenido de los errores estandar de cada
compuesto por el valor de la “t de Student” con p<0.05 y 8 grados de libertad. Las concentraciones se definieron
. al dividir la masa de cada compuesto por acumulado mensual entre el volumen correspondiente de aire
- muestreado para cada mes.
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Fig. 6 Masa total de HAP (ug) identificados en ia MOE observada® de (a) enero, (b) febrero, (c) agosto y (d)
septiembre de 1998, asi como en sus respectivas fracciones organicas (FO1-04). En general, 1a mayor
distribucion de estos compuestos se presentd en las FO2 y FO3 , asi como en la FO4 de febrero.

et al. 1990). Asimismo, durante la temporada de lluvias (verano) la presencia de agentes
oxidantes como los NO,, Os, PAN (peroxiacetil nitratos) y radicales libres, con los que
interaccionan, disminuyen la concentracion de HAP, originando derivados como los nitro que
son mas abundantes en esta temporada (Pitts et al. 1978, Brorstrom et al. 1983). Masclet
et al. (1986) sefialan ademas que la disminucidén en el verano se debidé a una tasa menor de
emision por ejemplo de fuentes domésticas.

La masa total de HAP en la MOE esperada’, entre el volumen de aire muestreado mensual
determiné concentraciones en enero y febrero de 15.5 y 19.2 ng/m>, mientras que en agosto
y septiembre alcanzaron 2.4 y 10.8 ng/m3. La conce‘ntracién de cada HAP identificado en la
MOE esperada’' se presenta en la tabla V y en la figura 7. Los HAP de mayor concentracion
en los meses de muestreo son benzo(ghi)perileno, indeno(1,2,3-cd)pireno, coroneno,
benzo(e) pireno y benzo(b+k)fluoranteno, compuestos de 4 a 6 anillos que predominan en la
fase particulada (Allen et al. 1996); las cantidades de estos disminuyeron principalmente en
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agosto y septiembre. Cancerigenos como el benzo(a)antraceno oscilaron en
concentraciones de 0.43, 0.67, 0.08 y 0.38 ng/m*® en enero, febrero, agosto y septiembre,
mientras que el benzo(a)pireno se detecté en 0.79, 1.58, 0.80 ng/m3, en enero, febrero y
septiembre, respectivamente y en agosto no estuvo presente. Las concentraciones de este
ultimo fueron menores a las descritas por Eskinja y Soljic (1996) para la Ciudad de Kosnica
en invierno y verano de 1990 (11.8 y 4.8 ng/m?, respectivamente). Asimismo, Kuo et al.
(1998) en la Ciudad de Taichug (Taiwan) reportdé 2.83 ng/m> del mismo compuesto que es
inferior a la determinada en el CCA-UNAM.

TABLA V. CONCENTRACION (ng /m®) DE LOS HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS (HAP)
EN LA MOE ESPERADA' DE LOS ACUMULADOS MENSUALES DE ENERO, FEBRERO,
AGOSTO Y SEPTIEMBRE DE 1998

Enero IC Febrero IC Agosto ic Septiembre IC
HAP

1 Naftaleno o] o] 0 0 0 0 o] [o]

2 Acenaftileno o] [¢] o] (o} ] o} 0 o]

3 Acenafteno 0 o] o] 0 ] o] (o] (o]

4 Fluoreno o] 0 0 o} o) o] o] (o]
5 Fenantreno 0.280 0.020 0.229 ] 0.003 0.04 0.114 0.008

6 Antraceno [¢] 0] o] (o] o o} o] o]
7 Fluoranteno 0.303 0.032 0.542 0.057 o] o] 0.179 0.019
8 Pireno 0.590 0.059 0.801 0.080 0.018 0.18 0.345 0.034
9 Reteno 0.183 0.021 0.561 0.065 0.005 0.04 0.000 0.000
10 Benzo(a)antraceno 0.430 0.051 0.677 0.081 0.008 0.07 0.385 0.046
11 Criseno 0.817 0.091 1.263 0.140 0.013 0.12 0.607 0.067
12 Benzo(b+k)fluoranteno 2.946 0.328 3.694 0.409 0.054 0.49 1.814 0.201

13 7,12-dimetilbenzo(a)antraceno 0 0 0.176 0.037 (o] [0 0 0
14 Benzo(e)pireno 1.178 0.119 1.887 0.191 0.031 0.30 1.198 0.121
15 Benzo(a)pireno 0.792 0.097 1.581 0.193 0 [0} 0.805 0.098
16 Perileno 0.266 0.027 0.154 0.016 0 0 0.226 0.023
17 Indeno(1,2,3-cd)pireno 2.301 0.296 2.351 0.302 0.054 0.42 1.580 0.203

18 Dibenzo(a,h)antraceno o] (o] 0 0 o] 0 0 0
19 Benzo(ghi)perileno 3.597 0.373 3.990 0.414 0.060 0.57 2.265 0.235
20 Coroneno 1.783 0.206 1.275 0.147 0.025 0.22 1.233 0.142

1C, Intervalo de confianza al 95%, obtenido de los errores estandar de cada compuesto por el valor de la “t de
Student” con p<0.05 y 8 grados de libertad. Las concentraciones se definieron al dividir la masa de cada
compuesto en la MOE esperada’ entre el volumen correspondiente de aire muestreado para cada mes.
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Fig. 7 Concentracion de los HAP identificados en la MOE esperada’ de enero, febrero, agosto y septiembre de
1998. A cada compuesto se le asignd un nimero especifico sefialado en la tabla V.

Estudios efectuados en diversas areas urbanas por Katz et al. (1980), Broddin et al.
(1980), Lee et al. (1994) y Kuo et al. (1998) indican que ia fuente principal de los HAP son
las emisiones vehiculares por el empleo de combustibles de origen fésil y apoyan las
observaciones de concentraciones mas altas durante e! invierno. Compuestos como
fluoranteno y pireno son caracteristicos de las emisiones de vehiculos a diesel y
benzo(ghi)perileno y coroneno de motores a gasolina (Pistikopoulos et al.1990). Estos
compuestos fueron identificados en los muestreos en el CCA-UNAM con una mayor
abundancia del ultimo tipo en ambas temporadas.

En cuanto a la distribucion de los HAP después del proceso de fraccionamiento, éstos fueron
mas abundantes en las FO2 y FO3, indicando su afinidad por disolventes de polaridad media
y solo en febrero fueron mas abundantes en la FO4 respecto de la FO3. En febrero, agosto
y septiembre la suma de las cantidades de HAP por fraccion representé recuperaciones del
81.1, 94.8 y 57.0 % respectivamente, mientras que en enero fue mayor a la determinada en
la MOE observada. Esto pudo haberse presentado por un error en la determinaciéon de la
MOE en alguna de las fracciones y por ende en las cantidades de HAP presentes. Sin
embrago, no se logré redeterminar la MOE porque se utilizé para los bioensayos y el analisis
cromatografico.
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Debido a que los ensayos bioldgicos fueron realizados con base en las concentraciones de
MOE (ug/mL) para cada muestra, la tabla VI presenta la masa total de HAP (ng) por ug de

MOE observada de los acumulados, asi como en sus respectivas fracciones.

TABLA VI. CANTIDAD TOTAL DE HAP (ng) POR MICROGRAMO DE MOE EN LOS ACUMULADOS
MENSUALES (MOE OBSERVADA) Y EN LAS FRACCIONES ORGANICAS DEL PERIODO DE
MUESTREO EN 1998.

Mes ng HAP totales/ ng MOE
MOE? FO1 FO2 FO3 FO4
Enero 1.51 0.00 36.39 25.32 0.03
Febrero 1.41 0.08 27.42 1.76 0.40
Agosto 0.49 0.08 1.03 1.80 0.19
Septiembre 1.48 0.00 5.44 10.09 0.00

¢ Materia organica extraida observada no corregida al 100% por el procedimiento de extraccion.

Asimismo, la tabla VIl presenta la cantidad de cada HAP (ng) por ng de muestra para los
acumulados mensuales y sus fracciones. Algunos HAP de 3 y 4 anillos como, fluoranteno,
pireno y reteno se identificaron en la FO1 de febrero y agosto; ademas en este primer mes
también se encontré fenantreno y antraceno. Las FO2 de enero y febrero se caracterizaron
por tener mayor masa y numero de HAP. En todos los casos los de concentracion mas alta
fueron de 4, 5 y 6 anillos, aunque los de 3 y 4 también estuvieron presentes. En el caso de la
FO3, los HAP mostraron menor cantidad que en la FO2, salvo compuestos como el
perileno en enero y fluoranteno, reteno, criseno, benzo(b+k)filuoranteno, benzo(a)pireno,
benzo(e)pireno, indeno(1,2,3-cd)pireno, benzo(ghi)perileno y coroneno en agosto. La FO4
de enero indicé ia presencia de algunos HAP en cantidades inferiores a 0.96 ng/ug de MOE
y en febrero solamente se identificé criseno. Para agosto el fluoranteno, pireno,
indeno(1,2,3-cd)pireno, benzo(ghi)perileno y coroneno alcanzaron 0.034, 0.047, 0.108, 0.232
y 0.063 ng/ug de MOE, respectivamente. Septiembre se caracterizé por la ausencia de HAP
en esta fraccion.

4.3 Relacion concentracion-respuesta y potencias mutagénicas inducidas por los
acumulados mensuales con las cepas TA98 (+/- S9), YG1021 y YG7132
Los compuestos empleados como testigos positivos indirecto y directo en TA98 indujeron en
promedio 172+31 y 468138 revertantes respectivamente, en las concentraciones
mencionadas al inicio de este trabajo. En el primer caso fue significativamente mayor
(p<0.001) al reportado por Maron y Ames (1983) y en el segundo, inferior (p<0.05) a lo
indicado por DeMarini et al. (1996). Con las cepas YG7132 y YG1021, el testigo positivo
directo indujo 237+22 y 473435 revertantes, respectivamente. Para esta ultima cepa se

empled una concentracion 74 veces menor que con TAS8, lo que confirma su mayor
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sensibilidad, tal como lo mencioné Watanabe et al. (1989). La actividad mutagénica de la
YG7132 solo se redujo a la mitad de la respuesta con TA98 y no al nivel que menciond
Yamada et al. (1997).

TABLA Vii. CONCENTRACION DE HAP IDENTIFICADOS (ng/pg) EN LA MOE OBSERVADA DE LOS
ACUMULADOS MENSUALES Y FRACCIONES ORGANICAS (FO) CORRESPONDIENTES A
ENERO, FEBRERO, AGOSTO Y SEPTIEMBRE DE 1998

ng HAP / ug MOE | ng HAP / ug MOE

Enero Febrero

MOE IC FO1 iC FO2 IC FO3 IC FO4 IC |[MOE IC FO1 IC FO2 IC FO3 |IC FO4 IC
1 Naftaleno ne. ne ne. ne 1121 0.121 0.558 0060 ne. ne. | ne. ne. ne ne. 00750008 0003 0.000 ne. ne.
2 Acenattilen ne. ne. ne ne 0074 0.008 ild. ne. 0004 0.000f ne. ne ne ne 0047 0.005 ne n.e 0004 0.000
3 Acenaften ne. ne. ne. ne 00180.002 ild. ne. ne. ne | ne. ne ne ne ne ne ne ne. ne ne.
4 Fluoren ne. ne ne ne 00790008 ild ne. ne ne }ne ne ne ne 00540006 ne ne ne ne.
5 Fenantren 0.027 0.002 ne. ne. 0528 0.037 0.353 0.025 n.e. n.e. |0.017 0.001 0.009 0.001 0.437 0.031 0.015 0.001 0.005 0.000
6 Antracen ne. ne ne. ne 0112 0.009 0.073 0.006 ne. ne.| ne. ne 0.0020.000 0.073 0.006 0.003 0.000 0.005 0.000
7 Fluoranten 0.030 0.003 ne. ne. 0.832 0.087 0.522 0.055 0.004 0.000/0.040 0.004 0.007 0.001 0.720 0.075 0.037 0.004 0.012 0.001
8 Pireno 0.058 0.006 n.e. n.e. 1.358 0.135 0.809 0.081 0.004 0.000[0.059 0.006 0.021 0.002 1.178 0.117 0.038 0.004 0.011 0.001
9 Reteno 0.018 0.002 ne. n.e. 0247 0.028 0.117 0.013 0.003 0.000{0.041 0.005 0.038 0.004 0.634 0.073 0.024 0.003 0.010 0.001
10 Benzo(a)antrace 0.042 0.005 ne. ne 0963 0.115 0.611 0.073 0.004 0.001]0.050 0.006 n.e. n.e 0.6394 0.083 0.046 0.005 0.016 0.002
1 Criseno 0.080 0.009 ne. ne. 1.764 0.196 1.191 0.132 0.007 0.001/0.093 0.010 ne. n.e. 1.420 0.158 0.095 0.011 0.026 0.003|
12 Benzo(bek)fluorante 0.288 0.032 ne. ne. 5.063 0.749 3.614 0.633 0.002 0.016]/0.272 0.030 n.e. n.e. 3.888 0.656 0.300 0.182 0.003 0.017
13 712- L ne. ne ne ne. 0254 0.053 0.138 0.029 ne. n.e. [0.013 0003 ne ne 0324 0.068 0.011 0.002 ne. ne.
14 Benzo(e)pire 0.115 0.012 n.e. ne. 2378 0.240 1.829 0.185 ne. n.e. |0.139 0.014 ne n.e 1810 0.183 0.152 0.0156 ne. ne.
15 Benzo(a)pire 0.078 0.009 ne. ne. 2151 0.262 1.310 0.160 0.003 0.000/0.116 0.014 ne. n.e. 1.433 0.175 0.094 0.011 ne. ne.
16 Perilen 0.026 0.003 ne. ne. 0407 0.041 1.452 0.146 ne. ne. |0.011 0001 ne. n.e 0415 0.042 0.037 0.004 n.e. ne.
17 indeno(1,2,3- 0.225 0.029 n.e. ne. 3.966 0.510 3.141 0404 ne. ne. [0.173 0022 ne. ne. 3.004 0.386 ne. n.e. 0.067 0.009
18 Dibenzo(anjanirace ne. ne ne ne 0.166 0.021 0.181 0.023 ne. ne.| ne. ne. ne ne 0.164 0.020 0.018 0.002 ne. ne.
19 Benzo(ghijperile 0.352 0.037 ne. ne. B8.590 0.891 5.786 0600 ne. n.e. [0.293 0030 ne. n.e. 6,167 0.640 0.491 0.051 0.096 0.010
20 Coronen 0.175 0.020 ne. ne. 6317 0.729 3.633 0.419 ne. ne. |0.094 0.011 ne n.e 4.884 0.564 0.400 0.046 0.029 0.003

Agosto ng HAP / yg MOE Septiembre ng HAP / pg MOE

MOE IC FO1 IC FO2 IC FO3 IC FO4 IC |[MOE IC FO1 IC FO2 IC FO3 1IC FO4 IC
1 Naftaleno ne. ne. ne. ne ne ne ne ne ne ne|ne ne Ne ne ne ne ne. ne ne ne.
2 Acenaftilen ne. ne ne. ne. ne. Ne ne ne ne ne |ne ne nNne ne ne ne ne ne ne ne.
3 Acenatten ne. ne. ne. ne ne ne ne ne ne ne |ne ne. ne ne ne ne ne ne ne ne
4 Fiuoren ne. ne. ne. ne ne ne ne ne ne ne|ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne.
5 Fenantren 0.008 0.001 n.e. ne 00350003 ne. ne ne. ne. |0.016 0001 ne ne 0.288 0.020 0.093 0.007 ne. ne.
8 Antracen ne. ne. ne. ne 00060000 ne. ne. ne ne |ne ne ne ne 00710006 0.026 0.002 ne. ne.
7 Fluoranten ne. ne. 00230002 ne ne 00096 0.010 0.034 0.004{0.025 0.003 ne. ne. 0.314 0.033 0.116 0.012 ne. ne.
8 Pireno 0.036 0.004 0.036 0.004 0.119 0.012 0.206 0.021 0.047 0.005/0.047 0.005 ne. ne. 0.810 0.081 0.276 0.028 n.e. n.e.
9 Reteno 0.009 0.001 0.026 0.003 0.027 0.003 0.044 0.005 ne. ne. | ne. ne. ne ne 0298 0.034 0.080 0.009 ne ne.
10 Benzo(a)antrace 0.013 0.002 ne. ne 0026 0003 ne. ne ne. ne. |0.053 0006 ne. n.e 0806 0096 0.338 0.040 ne ne.
11 Cnseno 0.024 0.003 n.e ne. 0.057 0.006 0.328 0.036 n.e. ne. |0.083 0.003 ne. ne 1468 0.163 0.557 0.062 ne. ne.
12 Benzo(b+k)fiucrante 0.097 0.011 ne. ne. 0228 0.159 1.294 0.379 0.000 0.000{0.249 0.028 ne. n.e. 4.950 0.741 2,178 0.491 0.000 0.000|
13 7.12- ne. ne. ne. nhe ne ne ne ne ne ne | ne ne ne. ne 0174 0.036 0.088 0.018 ne. ne.
14 " TBenzo(e)pire 0.060 0.006 nee. ne. 0.092 0.009 0.536 0.054 ne. ne |0.164 0.017 ne. ne. 1.974 0.200 0.899 0.091 ne. ne.
15 Benzo(a)pire ne. ne ne ne ne. ne 0170 0.021 ne. ne. [0.111 0013 ne. ne. 0.754 0.092 0.464 0.057 ne. ne.
16 Perilen ne. ne ne ne ne ne npe ne ne ne |0.0310003 ne ne 0289 0.029 0.148 0.015 ne. ne.
17 Indeno(1,2,3- 0.083 0.011 ne. ne 0.114 0.015 0.569 0.073 0.108 0.014]0.217 0.028 ne. ne. 2.090 0.269 1.593 0.205 ne. ne.
18 Dibenzo(ah)antrace ne. ne ne. ne ne ne ne Nne ne ne |ne ne ne ne ne ne ne ne. ne ne.
19 Benzo(ghi)perile 0.115 0.012 ne. ne. 0.166 0.017 0.548 0.057 0.232 0.024/0.311 0.032 ne. ne. 3.447 0.358 1625 0.169 ne. ne.
20 Coronen 0.043 0.005 n.e. ne 0.157 0.018 0.709 0.082 0.063 0.007]0.169 0.020 ne. ne. 2801 0.323 1.608 0.186 ne. ne.

IC- Intervalo de confianza al 95% del método analitico empleado, obtenido de los errores estandar de cada
compuesto por el valor de la “t de Student” con p<0.05 y 8 grados de libertad. Las concentraciones se definieron
al dividir la masa de cada compuesto por acumulado mensual entre el volumen correspondiente de aire
muestreado para cada mes.

n.e.- No encontrado.

i.l.d.- Inferior al limite de determinacion.
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La relacién concentracion-respuesta de las MCO y fracciones con las cepas empleadas se

presentan en las figuras 8 a 11 y las pendientes de las lineas de regresion con un
comportamiento lineal se muestran en la tabla Vlll y en la figura 12.
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La actividad mutagénica indirecta (AMI) de las MCO con la cepa TA98 se encontré entre 1.63 y

4.78

rev/ug/mL de MOE de enero y septiembre, respectivamente. En cuanto a la actividad

mutagénica directa (AMD) septiembre tuvo 4.53 rev/ug/mL de MOE y en agosto no hubo
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actividad. Los promedios de la AMI y la AMD (3.07 y 3.12 rev/ug/mL, respectivamente) de los
cuatro meses no mostraron diferencias significativas (p>0.05), lo que contrasta con estudios en
la misma area durante 1989-1990 donde la AMI fue mayor, mientras que en 1992 la AMD fue
superior (Villalobos-Pietrini et al. 1995, 1998). Las diferencias so6lo se presentaron entre
meses, como en enero donde la AMD (2.47 rev/ug/mL de MOE) resultdé significativamente
mayor (p<0.005), en tanto que para febrero y septiembre no hubo diferencias significativas
entre ambas actividades (p>0.05). La AMI de agosto fue de 2.80 rev/ug/mL mientras que la
AMD fue cero. La AMI de enero fue significativamente menor a los otros meses (p<0.01, en
todos los casos), en tanto que su AMD fue mayor a agosto (con valor cercano a cero), menor
que septiembre (p<0.005) e igual a febrero (p>0.05). En febrero, la AMI no mostré diferencias
significativas con agosto (p>0.05) pero si con septiembre (p<0.005), mientras que su AMD fue
mayor a agosto y menor a septiembre (p<0.005). La AMI de septiembre resultdé
significativamente mayor a agosto (p<0.005), mientras que la AMD de agosto fue nula. En una
revision realizada por Barale et al. (1989) y Lee at al. (1994) sobre la actividad mutagénica,
reportaron una variacién entre 1 y 288 rev/m® para TA98 sin S9 y entre 1 y 690 rev/m? con S9,
en areas urbanas e industriales para extractos organicos de particulas con diferentes tamanos
(PST y PM10), valores superiores a los aqui determinados cuando se consideré el nimero de
revertantes promedio por m® (AMI con 28.8 rev/m® y AMD con 23.7 rev/m® respectivamente).
Por otro lado, De Martinis et al. (1999) encontraron mayor AMD con TA98 en el area urbana
de Sao Paulo (Brasil) mediante la técnica de microsuspension (varias veces mas sensible que
el ensayo estandar) obteniendo 322.98 y 417.86 rev/m® con y sin S9 respectivamente,
respuestas muy elevadas para ambas actividades. La diferencia de 4 unidades entre ia AMI de
los sitios antes mencionados no es tan marcada, caso contrario a la AMD que es del doble
aproximadamente para esa ciudad. Cerna et al. (1999, 2000) en estudios efectuados en areas
rurales y urbanas de la Republica Checa en el periodo 1993-1997 reportaron en promedio para
invierno la induccion de 1.44 y 1.32 revertantes con la cepa TA98 con y sin S9, mientras que en
verano disminuyeron a 0.75 y 0.74 rev/ug/mL de MOE en el mismo orden. Estos valores fueron
inferiores a los obtenidos en este trabajo (invierno 2.35 (+S9) y 2.65 (-S9) y en veranoc 3.79
(+S9) y 2.26 (-S9), rev/pg de MOE). En un estudio realizado por Scarpato et al. (1993)
durante 1989 en el area del Valle de Bormida (italia) reportaron que {a AMI en TA98
oscilé entre 7 y 24 revim® y la AMD entre 7 y 22 rev/m>, los valores maximos de estos
intervalos fueron semejantes a los reportados en este estudio.
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TABLA Viil. POTENCIAS MUTAGENICAS DE LAS MEZCILAS COMPLEJAS ORGANICAS Y FRACCIONES (FO
1 a 4) EXTRAIDAS DE LAS PM10 COLECTADAS DURANTE ENERO, FEBRERO, AGOSTO Y
SEPTIEMBRE DE 1998

1998 TA98 + S9 TA98 — S9 YG1021 YG7132
Enero
MCO 1.63% 2.474 7.13° 3.514
FO1 0.00 0.11 0.42 0.06
FO2 3.44° 0.38 2.41% 2.38°%
FO3 8.73' 4.473 16.50° 6.713
FO4 3.90° 4.12°5 8.29° 5.372
Febrero
MCO 3.07° 2.36° 3.282 3.34%
FO1 0.49 0.27 0.67 0.88
FO2 4724 0.32 1.26* 1.29°%
FO3 2.51° 0.95 1.77 1.19
FO4 2.282 0.73 1.89* 2.10%
Agosto
MCO 2.80* 0.17 8.48° 0.07
FO1 0.69% 0.00 0.00 0.00
FO2 0.69° 0.00 0.00 0.38
FO3 2.55' 0.26 12.10° 0.00
FO4 2.08? 0.65 9.99° 0.53
Septiembre
MCO 4,782 4.53% 3.682 2.647
FO1 0.00 0.08 2.25% 0.00
FO2 3.874 0.30 1.07 0.39
| FO3 26.40" 3.742 16.50° 2.32
FO4 10.202 10.20° 23.40° 4.74"
Niveles de significacion: 'p<0.001, *p<.005, >p<0.01, *p<0.025 y “p<0.05.
) En negritas valores cuyas series no cumplieron con una relacion lineal (p=>0.05) y en cursivas subrayadas valores
cuya induccion de revertantes estuvo al nivel de los testigos negativos .

h Con el objeto de establecer la posible presencia de compuestos derivados de los HAP que
producen AMD, las MCO y sus fracciones se probaron con las cepas YG1021 y YG7132. Con
la cepa YG1021 se indujo 7.13, 3.28, 8.48 y 3.68 rev/ug/mL de MOE para enero, febrero,
agosto y septiembre, respectivamente. Exceptuando septiembre, la AMD con la cepa YG1021
demostré ser mas sensible a la actividad observada que en TAS88-S9 (p<0.05, en todos los
casos). Para enero, febrero y septiembre en la cepa YG7132 indujo 3.51, 3.34 y 2.64 rev/pg/mL
de MOE, respectivamente. Agosto no mostrd actividad con esta cepa.
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Fig.12 Potencias mutagénicas de las MCO y FO (1 a 4) de (a) enero, (b) febrero, (c) agosto y (d) septiembre de
1998. En algunos casos se observé una mayor actividad mutagénica en las FO3 y FO4 con al menos
una de las cepas. En febrero la AMI de la FO2 presenté esta situacion.

La inducciéon con YG7132 fue mayor a la observada con TA98-S9 en la MCO de enero y febrero
(p<0.025 y p<0.05, respectivamente) sugiriendo la posible presencia del 1,8-dinitropireno,
mutageno directo al que es sensible y caracteristico de emisiones de motores a diesel (Yamada
et al. 1997). En agosto no hubo AMD con ambas cepas. Para septiembre la AMD con TA98-59
fue mayor a la de YG7132 (p<0.01) lo que indica que los nitroderivados contribuyeron a dicha
actividad en 58.3%. Los resultados de la AMD en las MCO con las tres cepas sugirieron la
presencia de nitroderivados, tanto mononitro como dinitro.

Al igual que en estudios realizados por Barale et al. (1989), De Flora et al. (1989), Villalobos-
Pietrini et al. (1995,1998) y Kuo et al. (1998) no se hallaron correlaciones significativas entre la
AM! y AMD con los parametros meteorolégicos. Mientras que Scarpato et al. (1993) en un
estudio en ltalia encontraron que el efecto genotéxico de la MOE aumentd con las bajas
temperaturas debido a una mayor desactivacion fotoquimica, menor volatilizacién de mutagenos,
episodios de inversion térmica y aumento en las tasas de depositacion de compuestos en fase
de wvapor a particulas durante el invierno. Por su parte, Lee et al. (1994) en la Ciudad de
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Kaohsiung (Taiwan) detectaron correlaciones significativas e inversas de ambas actividades con
la precipitacion pluvial mensual y con la velocidad del viento, mientras que con la temperatura
también fue inversa pero moderada. Esta relacion puede explicarse por el clima dominante con
lluvias la mayor parte del afio y frecuentes monsones, que ayudan al descenso de los
contaminantes particulados. Por otra parte, Van Houdt et al. (1987) mediante un analisis de
correlacion multiple en un area rural de Holanda, observaron que las concentraciones de SO;,
NO,, NO, CO y Oj; contribuyeron en un 70% de la variacién en la AMD y hasta el 80% de
variacién de la AMI.

Por ultimo, las potencias de la AMI y AMD con ias cepas probadas en las MCO transformadas a
revertantes/m® se presentan en la tabla IX. El perfil en el mismo mes no cambié, comparado
con los revertantes inducidos por ng/mbL de muestra (Fig. 13 a y b). No asi entre los meses, ya
que las concentraciones .mensuales de MOE no fueron las mismas. Por ejemplo, la AMD por
unidad de concentracion con YG1021 de enero fue menor que agosto, mientras que el numero
de revertantes por m® para esta misma actividad cambié de orden siendo en el primer mes
superior.

TABLA IX. NUMERO DE REVERTANTES/m® INDUCIDOS POR LAS MCO DE ENERO, FEBRERO, AGOSTO Y
SEPTIEMBRE EN DIFERENTES CEPAS DE Salmonella typhimurium

TA98 +S9 TA98 -S9 YG1021 YG7132
Enero 18.1 27.4 79.1 39.0
Febrero 44.5 34.2 47.6 48.4
Agosto 17.6 00.0 53.6 00.0
Septiembre 34.9 33.1 26.9 19.3
OTA98+S9 BTA98-S9 DYG1021 OYG7132 (@ OTA98+59 BTA98-S9 OvG1021 OvG7132 (b)
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Fig.13 Actividades mutagénicas directa (AMD) e indirecta (AMI) de las MCO con las diferentes cepas de Salmonella
typhimurium. (a) revertantes por pyg/mlL/placa de MOE y (b) revertantes inducidos por m” considerando las
concentraciones estandar promedio mensuales de MOE,
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4.4 Mutagenicidad de las fracciones organicas (FO1 a 4) con las cepas TA98 (+/-S9),
YG1021 y YG7132

Las potencias mutagénicas inducidas por las fracciones organicas (FO) con las cuatro cepas que
se presentaron en la tabla VIll y figura 12 fueron comparadas con las potencias de sus
respectivas MCO, los resultados se muestran en la tabla X. La FO1 no tiene AMI ni AMD en
todos los meses, excepto con YG1021 en septiembre donde se mantuvo por debajo de la
respuesta que se obtuvo con la MCO, lo que sugiere que los compuestos presentes no tienen la
capacidad para inducir mutaciones. Esto concuerda con trabajos realizados por Alsberg et al.
(1985) y Legzdins et al. (1995) que sefialaron a las fracciones no-polares como pobres en
cuanto a la capacidad inductora de mutaciones en modelos bacterianos, siendo los
hidrocarburos alifaticos de cadena larga como los alcanos mas representativos. A este respecto,
Van Vaeck y Van Cauwenberghe (1978) encontraron que los compuestos mas abundantes en
los extractos organicos de particulas son de tricosanos (C23H4g) hasta nonacosanos (CazeHso),
ademas de triacontanos (CaoHes4), heneitriacontanos (Cai1Hgs) y dotriacontanos (CazHes), cuyas
concentraciones fueron mayores en las particulas mas pequernas. Asimismo, Sicherer et al.
(1988) ademas de identificar alcanos en esta fraccion hallaron compuestos derivados de los
HAP, desde metilnaftalenos hasta metilpirenos. Por ultimo, Busby et al. (1997) confirmaron la
presencia de HAP no-polares en las MCO y observaron AMD en la cepa TM667. Algunos de los
compuestos identificados fueron aceantrilenos y sus derivados.

TABLA X. DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS DE LAS POTENCIAS MUTAGENICAS ENTRE LAS MCO Y LAS
FRACCIONES (2 a 4)

FO2 vs MCO FO3 vs MCO FO4 vs MCO
1 2 3 (4 1 2 3 4 1 2 3 4
Enero p<0.010 P<0.005 |p<0.005 |p<0.005 |p<0.005 [p<0.010 |p<0.005 p<0.005
Febrero <0.025
Agosto p<0.050
Septiembre p<0.005 p<0.005 p<0.005 | p<0.005 | p<0.005 | p<0.005

(1) TA98+S9, (2) TADB-S9, (3) YG1021 y (4) YG7132
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La AMI de las FO2 de enero y febrero fueron mayores a sus respectivas MCO. En este sentido,
Alsberg et al. (1985) observaron que la fraccion eluida con hexano-diclorometano fue ia de mayor
AMI con las cepas TA98 y TA100, identificando a compuestos organicos tales como fluoren-9-
ona, fenalen-1-ona y xantona, pero sin responsabilizarios de la actividad biclégica observada. Las
FO2 de los cuatro meses presentaron la mayor cantidad de HAP totales (tabla V) sin que
correlacionaran con la AMI. La ausencia de correlacion entre los HAP y la AMI significa que otros
compuestos también intervinieron en la expresién de la actividad mutagénica.

En el caso de la FO3 (diclorometano), al comparar los resultados con un estudio en la Ciudad de
Sao Paulo (Brasil) donde se reportaron 368 y 408 rev/uyg de MOE sin y con S9 en TA98
respectivamente, mediante la técnica de microsuspension de Salmonella, ambas actividades
fueron mayores a las sefaladas en este trabajo cuando se considerd la sensibilidad; la AMI de
septiembre fue similar a los valores en esa ciudad (De Martinis et al. 1999) al igual que en este
estudio, senalan a las fracciones eluidas con diclorometano como las de mayor actividad
mutagénica. Sin embargo, el analisis quimico no indicd la presencia de HAP en esta fraccion y no
lograron establecer correlaciones entre los compuestos identificados y las actividades
mutagénicas observadas; s6lo mencionaron algunos compuestos como posibles mutagenos tales
como isoquinolina y N,N-dietilformamida. Otros compuestos organicos presentes fueron 1-
octadeceno, 1,2-binaftaleno, 2,3-dimetilquinolina y nonanal. Por otra parte, un estudio en la
Reptublica Checa seriald en los inviernos de la regién norte (1993-1994 y 1996-1997) que ta AMD
de las fracciones obtenidas con diclorometano fue de 0.34 y 0.35 y 0.37 y 1.37 revertantes por ug
de MOE para cada arfo y en el verano de 1994 indujo entre 0.37 y 0.40 rev/ug de MOE. La AM|
varié entre 0.10 y 0.84 y 065 y 2.83 rev/uyg de MOE en el invierno para cada afio,
respectivamente, y entre 0.61 y 1.48 rev/ug de MOE durante el verano. En el caso del invierno de
la regiéon sur, l1a AMD fue de 0.3 y 0.67, mientras que en el verano fue de 0.22 y 0.43 rev/ug de
MOE, en tanto que la AMI se encontrd entre 0.50 a 0.68 y 0.24 a 0.43 en las mismas temporadas,
respectivamente (Cerna et al. 2000). Ambas actividades en invierno fueron inferiores a las que se
encontraron en este estudio con TA98 (+/-S9) para enero y febrero. Comparadas con agosto y
septiembre las diferencias no resultaron tan marcadas. En general, los resultados de las
fracciones para esta ciudad europea fueron menores a los aqui seflalados. Cabe mencionar que
se identificaron compuestos organicos de las familias de alcoholes alifaticos, derivados
aromaticos (cetonas, aldehidos, dionas, nitrilos y nitro) y acidos de ésteres ftalicos, mientras que
la mayoria de los HAP y derivados alquilados fueron eluidos en las fracciones aromaticas y
polares donde mostraron un ligero incremento en la induccion de revertantes.
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La FOA4, que es polar, mostré AMD con la cepa TA98, lo que indicé la presencia de nitroderivados
en enero y septiembre. Algunos compuestos identificados en las fracciones con metanol son los
ésteres de los acidos carboxilicos asi como alcoholes (Cerna et al. 2000), mientras que Alsberg
et al. (1985) describieron la presencia de compuestos de bajo peso molecular integrados por
oxigeno y nitrégeno como benzamidazoles alquilados, hidroxi y etoxibenzaldehidos e
indoledionas. Por otra parte, ia AMD con la cepa YG1021 de las FO3 y FO4 de enero, agosto y
septiembre fue significativamente mayor que en sus correspondientes MCO (p<0.05, en todos los
casos) (tabla VHI); febrero no mostré esta relacion. Uno de los principales nitroderivados
originado por los procesos de combustion es el 1-nitropireno al que se le atribuye gran parte de la
AMD observada (Rosenkranz y Mermelstein 1983, De Marini et al. 1996). Arey et al. 1992) tras
realizar estudios en camaras de reacciones ambientales identificaron compuestos como 2-
nitropireno y 2-nitrofluoranteno, producidos por reacciones entre NOx con pireno y fluoranteno, en
presencia de radicales hidroxi que inician el proceso de nitracion.

De esta manera, al menos 16 de las 31 comparaciones entre las actividades mutagénicas de las
MCO y las fracciones organicas 2, 3 y 4, se observd mayor respuesta en estas ultimas (Tabla X).
Esto sugiere la existencia de compuestos que interactian en las MCO y provocan eventos
antagonicos que originan menores respuestas en las MCO. Al comparar la AMD de TA98 (-S9)
con la de YG7132 en enero, esta ultima fue significativamente mayor en las FO3 y FO4 (p<0.025
y p<0.05, respectivamente) lo que apoya la presencia del 1,8-dinitropireno; ademas la actividad
con la cepa YG1021 sugirié también la existencia de mononitroderivados en estas fracciones. En
febrero no se logré establecer esta relacién por la ausencia de la AMD con TA98 (-S9) y en
agosto dicha actividad con ambas cepas estuvo ausente. También en agosto la unica AMD que se
aprecio fue con YG1021, lo que sugirié que los nitroderivados se encontraron en concentraciones
inferiores al limite de deteccion con TA98-S9. En la FO4 de septiembre, la AMD con TA98 (-S9)
fue mayor que en YG7132 (p<0.005) y la AMD con YG1021 sugiridé que fue por la presencia de
nitroderivados, con expresion mayor que en la MCO. La AMD en dicha fraccién con YG7132
indica que el 54 % de esta actividad con TA98-S9 puede ser atribuida a nitroderivados. El patrén
de respuesta de febrero con TA98-S9, YG1021 y YG7132, agosto con TA98 con y sin S9 y
YG7132 en donde la actividad mutagénica de las MCO fue mayor a las fracciones, posibilita la
modificacion y la pérdida de capacidad en la induccién de revertantes tras el proceso de
fraccionamiento, situacién que no debe descartarse cuando se explican los resultados (Pyysalo
et al. 1987).
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4.5 Mutagenicidad causada por la combinacion de las fracciones organicas de enero en
las cepas TA98 (+S9) y YG1021 (-S9)

La probable presencia de compuestos con propiedades antagonicas en las MCO se probd al
combinar la FO3 de enero (con mayor actividad mutagénica) con las FO1, FO2 y FO4 (menor
actividad) en las mismas proporciones que se encontraron en las MCO con las cepas TA98
(+S9) y YG1021. Las figuras 14 y 15 presentan la relacion concentracion-respuesta para cada
combinacidén y las potencias mutagénicas, respectivamente.

La AMI y AMD en las combinaciones FO3+FO1 y FO3+F0O4 no mostraron un comportamiento
lineal (p>0.14, p>0.92 y p>0.47, p>0.44, respectivamente), pese a ello se establecieron algunas
comparaciones cualitativas con sus correspondientes MCO y FO3. La AMI en la combinacién
con la FO1 y FO4 indujo 1.22 y 0.14 rev/pg/mL de MOE, respectivamente, valores inferiores a
la actividad en la MCO y la FO3. Por su parte, la AMD, en las mismas combinaciones y orden,
generé 1.83 y cero rev/ng/mL de MOE; valores también menores. Todo lo anterior muestra que
las combinaciones con la FO1 y FO4 disminuyen la actividad mutagénica de la FO3.

X FO3 ®  FO3+FO1 ®  FO3+FO2 @ X FO3 ®  FOIFO1 W FOJFO2 ©!
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Fig. 14 Relacioén lineal concentracién-respuesta de la combinacién de fracciones organicas de enero-98. (a) TA98
+S9y (b) YG1021 -S9.

Con respecto a la combinacion de la FO3 con 1a FO1, no indujo AMI ni AMD. Ello se explica en
parte porque la FO1 no mostré ningun tipo de actividad mutagénica y ademas se encontré en
mayor proporcion en las concentraciones probadas en dicha combinacién (1:7.5). La AMl y la
AMD en la combinacion FO3+FO4 mostraron una respuesta sorpresivamente inferior a la suma
por tipo de actividad mutagénica de ambas fracciones (12.63 y 24.79 revertantes,
respectivamente), asi como al de cada una de ellas cuando se probaron solas (Tabla VIil).
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En esta combinacion se presentdé la mayor diferencia en proporciones (1:24.5) vy
previamente mostraron tener las mayores actividades mutagénicas. Esto sugiere la existencia
de antagonismos entre los compuestos con actividad mutagénica en estas fracciones. En este
sentido, Smolarek et al. (1986) y Bu-Abbas et al. (1997) encontraron que el antraceno y
benzo(a) antraceno disminuian la actividad mutagénica del benzo(a) pireno en diferentes
modelos biologicos.

En la combinacién FO3+FO2 ambas actividades mutagénicas tuvieron una relacion lineal
(p<0.015 y p<0.014, respectivamente). La AMI de la FO3+FO2 indujo 3.9 y la AMD 13.6
rev/ug/mL de MOE, siendo la primera significativamente menor a la respuesta de la FO3
(8.73 rev/ug/mL. de MOE, p<0.005) y mayor que la MCO (1.63 rev/pug/mL de MOE, p<0.005);
mientras que la AMD fue mayor a la MCO (7.13 rev/pg/mL de MOE, p<0.025) e igual a la FO3
sola (16.5 rev/ug/mL de MOE, p>0.05). Ambas actividades de FO3+FO2 no redujeron la
respuesta al nivel de la MCO vy sélo la AMI fue menor cuando se compardé con la actividad
de la FO3. Los resultados de la AMI en la combinacién FO2+FQO3 sugieren la posibilidad de
un evento antagonico ya que los revertantes inducidos por ella fueron menores al promedio de
las potencias mutagénicas de ambas muestras cuando se probaron solas (6.1 rev/ug/mL de
MOE). Por su parte, la AMD indicé que los compuestos de las FO3 y FO2 actuaron de
manera sinérgica al superar el promedio de la actividad de ambas fracciones cuando se
probaron solas (9.5 rev/ng/mL de MOE).

Iwado et al. (1991,1994) encontraron que el descenso en la actividad mutagénica es
atribuible a los acidos grasos de cadena larga identificados en fracciones polares de las MCO,
entre ellos el palmitico, al estearico, el oléico y el olinoléico que son los mas abundantes y
frecuentes en diversas ciudades de Japoén. El acido palmitico se destaco por representar entre
0.3-0.4% en peso de las particulas. Hayatsu et al. (1981) y Negishi y Hayatsu (1984)
llevaron a cabo estudios en los que mostraron que los acidos oléico y olinoléico abatian la
respuesta del benzo(a)pireno y otros mutagenos en diversas cepas de Salmonella
typhimurium. La inhibicion ocurre probablemente por interacciones fisicas al ser atrapados en
estructuras parecidas a las micelas (Hayatsu et al. 1988). Es importante mencionar que en el
caso de los mutagenos que requieren actividad metabdlica no debe descartarse la posibilidad
de una inhibiciéon enzimatica por parte de los acidos grasos que interfieren en su funciéon
metabdlica (lwado et al. 1991). Lo obtenido sugiere que ademas de la posible presencia de
compuestos con actividad antimutagénica (o antagénicos) en las MCO, la concentracion de
éstos y de los presuntos mutagenos es importante en la actividad mutagénica observada.
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Esto se basa en que de las tres combinaciones, sélo aquella con menor diferencia en la
proporcion (FO3 + FO2, 1:1.2) mostré también menor descenso en TA98+59. Aunque es de
considerarse que esta misma combinacién mostré un probable efecto sinérgico en la AMD. Se
sugiere que para tener una mejor comprensiéon de estos eventos en las MCO sera
indispensable llevar a cabo una combinacién de las fracciones con mayor y menor actividad
mutagénica en proporciones iguales (1:1). No debe olvidarse que la combinacion de las
FO3+F04, ambas con mayor actividad mutagénica, resulté en un dramatico descenso de esta
cuando se contrasté con la que habian inducido individualmente, esto posiblemente debido a
la gran diferencia entre las proporciones en que se hallaron estas fracciones asi como a los
tipos compuestos que las integraron (1:24.5).
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Fig. 15 Potencias mutagénicas del fraccionamiento de enero 98. (a) TA98 + S9 y (b) YG1021 de las fracciones
probadas individualmente, (c) TA98 +S9y (d) YG1021 de las combinaciones y (e) distribucién de la
MOE.
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4.6 CORRELACION ENTRE LA AMI Y LA AMD INDUCIDAS POR LAS MCO CON LAS
CONCENTRACIONES DE MOE (ug/m?®) y PM10 (Hg/m?)

Las actividades mutagénicas indirecta y directa de las cepas empleadas no correlacionaron con

las concentraciones mensuales de PM10 y la MOE en el periodo de estudio. Solo en el caso de

PM10 vs la AMD de la cepa YG7132 y de MOE vs AMD en TA98-S9 y YG7132, los coeficientes

fueron positivos (r=0.51, r=0.15 y r=0.75, respectivamente), pero no signifcativos.

4.7 CORRELACION ENTRE LA AMI DE LAS MCO Y DE LAS FRACCIONES ORGANICAS
CON LA CONCENTRACION DE HAP TOTALES E INDIVIDUALES POR ug DE MOE
La correlacién entre la masa total de HAP por unidad de concentracion de MOE de los
acumulados mensuales y la correspondiente AMI no resulté significativa (r=0.11, p>0.05) y esta
misma relacidon con las fracciones organicas de cada mes obtuvo el mismo resultado (p>0.05, en
todos los casos), aunque los coeficientes se incrementaron con respecto de las MCO de enero,
febrero, agosto y septiembre (r= 0.50, r=0.83,r=0.47 yr = 0.70, respectivamente).
Por otra parte, tampoco hubo correlaciones significativas entre la masa de cada HAP en los
acumulados mensuales y las fracciones organicas con la respectiva AMI. Sin embargo, al igual
que con el total de HAP, en la mayoria de los casos la magnitud de los coeficientes de correlacion
se incrementd en las fracciones con respecto a los observados con las MCO (Tabla Xl).
Los resultados logrados en este estudio contrastan con trabajos realizados por Cerna et al.
(1999), Kuo et al. (1998) y Wasserkort et al. (1998) quienes establecieron correlaciones
significativas entre la presencia de los HAP en las MCO y ia AMI observada con TA98+S9. Sin
embargo, autores como Adonis y Gil (1993) y Lee et al. (1994) notaron que los HAP presentes
en los extractos organicos de las aeroparticulas no aportan elementos de prediccion de la AMI
observada. Esto lo explican al considerar que las posibles interacciones de los cientos de
compuestos que integran las mezclas complejas organicas afectaron las propiedades de los HAP
en la induccion de revertantes. Incluso se ha demostrado que las interacciones de compuestos
del mismo grupo de los HAP disminuyen dicha capacidad (Bu-Abbas et al. 1994).
De Marini et al. (1996) sugirieron que el perfil mutagénico de las MCO refleja el dominio de una
clase particular de mutagenos y junto con Nardini y Clonfero (1992) y Kuo et al. (1998) senalan
a los HAP como los responsables de la AMI. Sin embargo, los resultados hallados en este trabajo
indican que en los extractos y en las fracciones organicas, los HAP no fueron la causa Unica de
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esta, debido a la falta de correlacion con su concentracion. Esto posiblemente se deba a las
interacciones con otras especies quimicas presentes en las mezclas complejas organicas y en
las fracciones (Lee et al. 1994, Cerna et al. 1999, De Martinis et al. 1999). Se sugiere que
también se hallaria falta de correlacion entre la actividad mutagénica directa y la presencia de los
nitroderivados. Es posible que una situacion importante para este comportamiento sea la
proporcion que guardan los dos tipos de compuestos (mutagenos y antagonicos) dentro de la
MCO. La posible actividad antimutagénica observada en la combinacion de fracciones depende
de la abundancia de los compuestos con esta propiedad y de los bajos niveles de los mutagenos,
considerando en todo momento a las especies quimicas involucradas.
La aplicacién de los ensayos de mutagénesis con mezclas complejas organicas requiere cuidado
en su disefo e interpretacion de los resultados. El no poder definir la presencia de la actividad
mutagénica en dichas muestras no prueba que estén ausentes componentes con este potencial
(Haugen y Peak 1983), como en el caso de algunas fracciones que no mostraron respuesta con
las cepas empleadas.
TABLA XI. COEFICIENTES DE CORRELACION ENTRE LA AMI DE LAS MCO Y FRACCIONES CON LAS
CONCENTRACIONES DE CADA HAP IDENTIFICADO POR CADA ug DE MOE PROBADA CON LA

CEPA TA98+S9.
nd.-No determinado.

MCO enero febrero agosto septiembre
Naftaleno nd 0.34 0.82 nd nd
Acenaftileno nd -0.11 0.83 nd nd
Acenafteno nd -0.11 nd nd nd
Fluoreno nd -0.11 0.81 nd nd
Fenantreno -0.49 0.48 0.81 -0.57 -0.06
Antraceno nd 0.46 0.83 -0.57 -0.01
Fluoranteno -0.01 0.45 0.82 0.86 -0.01
Pireno -0.27 0.42 0.81 0.52 -0.04
Reteno -0.41 0.33 0.79 0.07 -0.11
Benzo(a)antraceno 0.37 0.45 0.84 -0.57 0.03
Criseno 0.17 0.48 0.83 0.66 0.00
Benzo(b+k)fluoranteno -0.05 0.51 0.83 0.62 0.06
7.,12-dimetilbenzo(a)antraceno 0.00 0.38 0.82 nd 0.12
Benzo(e)pireno 0.57 0.54 0.83 0.66 0.07
Benzo(a)pireno 0.37 0.43 0.83 0.73 0.22
Perileno 0.28 0.89 0.84 nd 0.13
Indeno(1,2,3-cd)Pireno 0.09 0.56 0.81 0.78 0.34
Dibenzo(a,h)antraceno nd 0.70 0.84 nd nd
Benzo(ghi)perileno -0.02 0.48 0.84 0.87 0.09
Coraneno 011 041 084 070 018

a8




CONCLUSIONES

En el presente trabajo, las concentraciones de PM10 y de MOE fueron mas altas en la
temporada de secas (enero y febrero) que en lluvias (agosto y septiembre). En ambos casos
s6lo se establecieron correlaciones significativas e inversas con la humedad relativa, sugiriendo
con ello su importancia en el descenso de las concentraciones en la temporada de iluvias de la
ZMCM. Al igual que en diversas areas urbanas del mundo, se sugiere que la principal fuente de
las PM10 son las emisones vehiculares, aunque no debe olvidarse Ia contribucion de las fuentes
geoldgicas.

Mediante el empleo de diversas cepas de Salmonella typhimurium se evidencid la presencia de
mutagenos directos e indirectos en los extractos organicos de
diferencias significativas entre las actividades promedio

las PM10, sin encontrar

inducidas por ambos tipos de
compuestos durante todo el periodo de estudio. Tras el proceso de fraccionamiento se encontré

que la mitad del total de las fracciones organicas con una respuesta lineal presentéd mayor
actividad mutagénica cuando se contrastd con las respectivas MCO (16 de 31 muestras). Ello
abre la posibilidad de pérdida o inactivacion de mutagenos tras dicho proceso o bien la
existencia de eventos antagdnicos en las MCO, influyendo asi en la expresion de los mutagenos
presentes. Esto cobra mayor importancia cuando se considera que en el tracto respiratorio sélo
algunos compuestos organicos pueden ser miscibles en los fluidos que los recubren y una
respuesta de esta naturaleza podria esperarse. Ni en las MCO ni en las fracciones se detectaron
correlaciones significativas con las cantidades totales e individuales de HAP por unidad de
concentraciéon probada (ug). Estos resultados plantean dos posibilidades: que los HAP
interactuen con otros compuestos quimicos en las MCO y fracciones impidiendo en estos ultimos
la expresion real de sus efectos mutagénicos o que existan otros compuestos organicos aun por
identificar que contribuyan a la actividad biolégica observada.

Después del proceso de combinacidn de fracciones para tratar de definir que tipo de compuestos
pudieran estar involucrados en el abatimiento de la actividad mutagénica de las MCO, se
sugiere que la FO1 (formada por hidrocarburos alifaticos de cadena larga) y la FO4 (integrada en
parte por acidos grasos) cuentan con elementos que generarian esta condicién cuando se
combinaron con la fraccién mas mutagénica (FO3). Un aspecto importante a considerar son las
concentraciones tanto de mutagenos como de antimutagenos presentes en las MCO, ya que
solamente en aquellas combinaciones donde las diferencias en las proporciones fueron grandes
se observo la respuesta antagénica. En el caso de la combinacion con menor diferencia en
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proporciones (FO3+F0O2), la AMI aparentemente también se comportd en forma antagénica,
mientras la AMD lo hizo de manera sinérgica. Un resultado interesante es el observado en la
combinaciéon FO3+FO4, ya que ambas mostraron ser las de mayores actividades mutagénicas
en este mes, pero cuando se combinaron se presentd un sorpresivo abatimiento de los dos tipos
de actividades mutagénicas. Ello sugiere la interaccion entre compuestos mutagénicos de
ambas fracciones dando como resultado la disminucién de la mutagenicidad observada.
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APENDICE

Para la determinacion de la concentracion de las PM10 se empleo la siguiente relacion:

Concentracion = P1-P2
A\

P1, peso del filtro después del muestreo en (n1g)
P2, peso del filtro antes del muestreo en (ug)
V, volumen de aire muestreado en (m3)

Prueba “t de student”. Para la aplicacion de este estadistico, se utilizaron las formulas para

varianzas:

a) lguales (X1-X2)

EE (1/m)+(/n2)

donde X; y X, representan los promedios de las muestras poblacionales que se comparan, EE
es el error estandar de estimacion y los grados de libertad (gl) fueron (ns +ny) —2, siendo n el
numero de observaciones de la 1? y 22 muestras, respectivamente.

b) diferentes
(X1-X2)

v (s21/n1) + (s*2/n1)
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donde s?; ys2 representan las respectivas varianzas de cada muestra y los grados de libertad

(gl) estan dados por

gl = (s*1/n4 + s22/n,)? -2
(s21/n4)? + (s?2/n.)?

ni+1 na+1

Tomado de Johnson (1990) y Miller y Miller (1993).

Error estandar (EE). Los valores antecedidos por + y — en la tabla | corresponden a los limites
superior e inferior del intervalo representado en torno al promedio geométrico (PG) en cada
caso. Los valores negativos se obtuvieron al dividir el PG entre la correspondiente desviacion
estandar geométrica (datos no mostrados) y restar dicho valor al PG. Para los valores
positivos se multiplicd el PG por su correspondiente desviacidon geométrica y se le restd el
valor del PG.
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GLOSARIO

Absorcion.

Proceso mediante el cual un gas es retenido por un liquido o sélido, o un liquido por un
soOlido. Durante el proceso, la sustancia absorbida entra en la masa del material. Los
solidos que absorben gases o liquidos generaimente tienen estructuras porosas.

Adsorcion.

Proceso en el cual se forma una capa de atomos o moléculas de una sustancia en la
superficie de un sélido o un liquido. Todas las superficies sélidas forman capas de gas de
la atmodsfera circundante. La capa adsorbida puede sostenerse por enlaces quimicos
(qumisorcion) o por las fuerzas débiles de van der Waals (fisisorcion).

Aerosol.
Suspension estable de particulas sélidas y liquidas contenidas en un gas.

Condensacion.
Fendédmeno por el cual compuestos en fase gaseosa pasan a una fase liquida debido a un
descenso en la temperatura.

Citocromos.
Proteinas que contienen grupos hemo y participan en las cadenas de transporte de
electrones, intervienen en la respiracion celular y en la fotosintesis.

Delecién.
Perdida parcial o total de un gen.

ADN (acido desoxirribonucléico).

El portador de la informacion genética en las células, compuesto por dos cadenas
complementarias de nucledtidos enrolladas en una doble hélice, capaz de autorreplicarse
y de dirigir la sintesis de ARN (acido ribonucléico).

Diametro aerodinamico.

En la practica, el tamano de las particulas de forma irregular se expresa en términos de un
tipo de diametro equivalente o efectivo que depende de una propiedad fisica mas que de
una geométrica. Se define como el diametro de una esfera de densidad unitaria (1 g/cm?)
que tiene la misma velocidad de caida terminal en el aire, que la particula en estudio. El
empleo de este concepto es util debido a que facilita la determinacion del tiempo de
residencia en la atmésfera y por lo tanto permite hacer consideraciones sobre las diversas
regiones del sistema respiratorio en las cuales pueden depositarse las particulas de
diferentes tamanos.
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W

W

Enzima.
Molécula de proteina globular que acelera una reacciéon quimica especifica.

Fenotipo.
Conjunto de caracteristicas observables de un organismo que resultan de las

interacciones del genotipo con el ambiente.

Genotipo.
La suma total de todos los genes presentes en un individuo.

Mutacion.

Se considera como un cambio en el material genético, que aparece bruscamente y no es
por recombinacion. Las mutaciones pueden ser: cromosomicas, debidas a cambios en el
numero o estructura de los cromosomas o génicas, que afectan a genes, tienen una base
molecular y se caracterizan por su frecuencia, reversibilidad y contingencia.

Mutageno .
Agente fisico o quimico que aumenta la tasa de mutacion.

Pirdlisis.
Transformaciéon de un compuesto quimico en una o mas sustancias diferentes por medio
unicamente de calor.

Plasmido.
En los procariotos, una molécula de ADN circular, pequeifa, extracromosdmica y de

replicaciéon independiente.

Operon.

Unidad de expresidn y regulacidon de genes bacterianos. En el cromosoma bacteriano, un
segmento de ADN que consiste en un promotor, un operador y un grupo de genes
estructurales adyacentes que codifican para proteinas involucradas en una via metabdlica.
Los genes estructurales se transcriben en una sola molécula de ARN-m (acido ribonucléico
mensajero) y su transcripcion es regulada por una proteina represora.

63




	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Antecedentes
	2. Objetivos
	3. Metodología
	4. Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Referencias
	Apéndice
	Glosario



