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1. RESUMEN

Las diversas actividades humanas generan gran cantidad y variedad de
contaminantes ambientales, las plantas juegan un papel importante por su amplia
distribucion en los ecosistemas y por su capacidad de captar e introducir en la
cadena tréfica diversos compuestos potencialmente dafiinos para la salud. Con la
finalidad de proponer a la planta silvestre Gnaphalium lavandulifolium, como
organismo centinela de la presencia y efecto de gases contaminantes y de metales
pesados, se expuso en cuatro diferentes sitios de la Zona Metropolitana del Valle
de México, en los que se encuentra una estacion meteoroldgica: Centro de Ciencias
de la Atmosfera, Ecatepec, Tlalnepantla y en la zona rural Altzomoni, localizada
dentro del Parque Nacional Izta-Popo. La exposicion se realizé durante 2, 4y 8
semanas en los meses de octubre y noviembre de 2018, las plantas testigo se

mantuvieron en condiciones controladas.

Se observaron los cambios morfoldgicos ocurridos a nivel celular en cortes
semifinos de hojas, que se tifieron con azul de tolouidina y se observaron al
microscopio oOptico. En cortes ultra-finos se analizo la ultra-estructura celular al
microscopio electronico de transferencia. Por inmunocitoquimica se detecto la
localizacion de la proteina tipo-caspasa-3 activa, indicadora de muerte celular
programada tipo apoptosis, para la inmunolocalizacion se us6 el fluorocromo
ALEXA 488 conjugado con el anticuerpo secundario. Por otro lado, se realizé el
analisis de metales pesados por el método de espectrometria de masas con fuente
de plasma acoplado inductivamente. Se obtuvieron los datos de los contaminantes
atmosféricos registrados por la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico durante
el periodo de estudio. Los resultados mostraron cambios morfolégicos
caracteristicos de lo que se ha descrito como muerte celular programada tipo

apoptosis.



En las células foliares se presentd contraccion del protoplasto separandose de la
pared celular. Esta se observo a partir de la cuarta semana en las muestras que se
expusieron en las estaciones de Ecatepec y Tlalnepantla, contrastando con las
plantas testigo que se mantuvieron bajo condiciones controladas, también se
observé el deterioro del tejido y de la estructura celular al microscopio 6ptico y se
pudo apreciar con detalle en las imagenes al microscopio electronico,
especialmente en las muestras expuestas durante 8 semanas en las zonas

industriales Ecatepec y Tlalnepantla.

En la inmunolocalizacion se mostro la presencia de la proteina tipo-caspasa-3 activa
en organelos como los cloroplastos, localizados en la periferia adosados a la pared
celular, en las muestras expuestas en la semana 2, pero que se observan
desplazados separdndose de la pared celular en las muestras después de 8
semanas de exposicion. Este fenomeno de AL-PCD encontrado por microscopia,
coincidié con la presencia de una mayor cantidad de contaminantes gaseosos
registrados por la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico, como el material
particulado, los 6xidos de nitrégeno y de metales pesados como el Co, Cu, Fe, Mn,
Pb, Sh, V y Zn, detectados en las plantas expuestas. Los resultados obtenidos
indicaron que Gnaphalium lavandulifolium puede utilizarse como un excelente
biomonitor de contaminantes atmosféricos ademas de ser un organismo

bioacumulador.



2. INTRODUCCION

En 1990 la Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) fue declarada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una de las mas contaminadas en
América Latina; su atmosfera contiene diversos agentes quimicos y polvo. Los
principales gases registrados por la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico
(RAMA) son: ozono, monoxido de carbono, éxidos de nitrégeno, bidxidos de azufre,
etc., asi como metales pesados, material particulado (PM2:5 y PM10) y compuestos
organicos volatiles, cuyas principales fuentes son las industrias y los emisores
vehiculares (Calderon-Segura et al.,, 2004). Gran parte de la literatura sobre los
efectos de la contaminacion del aire proviene de estudios en ciudades
norteamericanas y europeas, en donde hay numerosos andlisis sobre el riesgo de
la exposicion a contaminantes atmosféricos. En la ZMVM estas evaluaciones son
escasas (Villalobos-Pietrini et al. 2000), no obstante, su densidad poblacional, su
elevado parque vehicular y su orografia, constituida por una altiplanicie rodeada por
montafias que favorecen la acumulacion de compuestos (Gémez-Arroyo et al.,
2018).

La muerte celular programada (MCP) se puede definir como una secuencia de
eventos potencialmente interrumpibles que llevan a la destruccion controlada y
organizada de células o tejidos (Lockshin y Zakeri, 2004). Esta se relaciona
directamente con diversos procesos durante el desarrollo de las plantas, como la
diferenciacion celular y tisular, la germinacion, la abscision de érganos o como
respuesta al ataque de patdégenos (Kuriyama y Fukuda, 2002) y juega un papel
crucial en el desarrollo de las estructuras reproductoras, tanto el gineceo como en
androceo, asi como en el éxito reproductivo (Rogers, 2006). Su regulacion se da a
nivel genético y comparte caracteristicas morfolégicas y bioquimicas similares a la
apoptosis de las células animales, incluyendo la retraccion del citoplasma, asi como

la condensacion y fragmentacion de la cromatina (Gadjev et al., 2008).



La MCP también juega un papel importante en otros procesos como la resistencia a
condiciones ambientales desfavorables y a diferencia de los modelos animales, la MCP
en plantas esta poco descrita al nivel molecular, lo que ha dado lugar a debates sobre
el paralelismo entre este tipo de muerte celular programada en plantas y la apoptosis
en animales. Sin embargo, en los Ultimos afios han surgido evidencias importantes que

permiten concluir que en las plantas existe tal proceso (Reape y McCabe, 2010).

3. ANTECEDENTES

3.1 CONTAMINACION ATMOSFERICA

La contaminacion atmosférica se refiere a cualquier alteracidén de las condiciones
de la atmésfera por la presencia de sustancias que pueden causar dafio a los seres
humanos, animales, vegetacién y materiales (Buell et al., 2003). Siendo uno de los
problemas ambientales mas graves del mundo, la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) clasificé la contaminacion
atmosférica como carcinogénica para los seres humanos (Grupo 1) (Loomis et al.,
2013). Se puede caracterizar por las distintas mezclas de particulas y aerosoles, las
cuales son la causa de enfermedades graves (IARC, 2013). Las actividades
antropogénicas liberan al ambiente millones de toneladas de contaminantes como
una mezcla compleja que incluye gases inorganicos, compuestos organicos
volatiles, metales pesados y diversos agentes biologicos. Diferentes estudios
presentan evidencia de efectos nocivos de esta mezcla (Ceretti et al., 2015). La
mayoria de los dafios a la salud se atribuyen a las emisiones de los vehiculos e
industrias (Nikic y Stankovic, 2005).

3.2 LA ZONA METROPOLITANA DEL VALLE DE MEXICO

La ZMVM tiene aproximadamente 20 millones de habitantes y es la fuente
dominante de contaminacion antropogénica en la region (Molina et al., 2007). Su
topografia presenta montafias en tres lados, ubicada a unos 2,200 metros sobre el

nivel del mar (msnm) lo cual atrapa a los contaminantes en la zona durante las



primeras horas de la mafiana y la ventila por la tarde a través de los procesos
térmicos (de Foy et al., 2011; Molina et al., 2010).

Las frecuentes inversiones térmicas que ocurren en el valle son un fenémeno
natural que causa un estancamiento temporal de las masas de aire en la atmdsfera.
Ello inhibe la capacidad de autodepuracion de ésta y favorece la acumulacion de
los contaminantes. El estancamiento perdura hasta que la inversién térmica se
rompe debido al calentamiento de la atmdsfera, entonces los contaminantes se
dispersan (INEGI, 2016a). Por otra parte, la intensa y constante radiacion solar que
se registra en el Valle de México a lo largo de todo el afio, dada su latitud ubicada
sobre los 19°20’ de Latitud Norte y 99°05’ de Longitud Oeste, favorece la formacion
del ozono, como resultado de las complejas reacciones que la luz ultravioleta del
sol desencadena entre los Oxidos de nitrégeno y los hidrocarburos emitidos a la
atmosfera (INEGI, 2016a).

La altitud a la que se ubica el Valle de México (2,240 msnm), determina que el
contenido de oxigeno sea 23% menor que a nivel del mar, lo cual tiende a hacer
mas contaminantes los procesos de combustion (INEGI, 2016a). En la ZMVM,
considerada la mas grande y compleja del pais, la emision de contaminantes que
alteran la calidad del aire esta directamente asociada a las actividades de la
poblacion, al alto consumo de combustibles fésiles y a la movilidad de bienes y

personas que implica mas de 34 millones de viajes diarios (INEGI, 2016b) (Tabla
1).
Tabla 1.- Emisién de contaminantes en la ZMVM, 2016 (Tomado de INEGI, 2016a)

m

PM10

Puntuales 3,055 2,256 878 9,850 12,603 26,130
ZMVM )
Area 21,859 7,255 1,216 72,278 12,224 267,996
Moviles 11,123 5,497 568 646,434 115,275 77,051
Naturales 1,930 425 N/A N/A 505 44,912



Dentro del Valle se ubica la ZMVM (16 alcaldias de la CDMX y 18 municipios del
Estado de México), con una superficie de 3,540 km? lo que representa el 37% de la
cuenca del Valle de México, que posee prominencias topograficas aisladas como el
Cerro de la Estrella, el Pefién y el Cerro de Chapultepec, entre otros; su ubicacion
geografica y su entorno caracteristico ejercen una influencia determinante sobre la
calidad del aire existente en esta zona (SEMARNAT y CONAPO, 2013).

Dentro de los municipios urbanos que destacan en la ZMVM por la gran cantidad de
industrias ubicadas dentro de ellos se encuentran Ecatepec (ECA) y Tlalnepantla
(TLA). ECA se ubica al noreste de la entidad, limitando al sur con la Ciudad de
México, se sitla a una altitud de 2200 msnm, es considerado uno de los municipios
con mayor contaminacion y mala calidad del aire, llegando a superar los 100 puntos
IMECA, debido a la alta poblacion con aproximadamente 1.6 millones de habitantes,
mas de medio millén de automoéviles y mas de 1550 medianas y pequefas industrias
(INEGI, 2016b).

TLA es uno de los 125 municipios del Estado de México y se ubica al norte de la
Ciudad de México, es uno de mas industrializados y con una gran actividad
econdémica en servicios y comercios. Se encuentra a 2250 msnm. Cuenta con
aproximadamente 49 ramas industriales como: alimentos, bebidas, alcohol, textil,
madera, industrias metélicas, manufactureras y quimicas derivadas del petréleo,
carbon y hule (INEGI, 2016b).

3.3 PRINCIPALES CONTAMINANTES DEL AIRE

3.3.1 MONOXIDO DE CARBONO

El monéxido de carbono, (CO) es un gas incoloro e inodoro que se forma cuando el
carbon en el combustible no se quema completamente. EI CO es toxico para los
humanos porque compite de manera muy efectiva con el oxigeno en la sangre por

los sitios de unién con la porcidon hemo de las células sanguineas, lo que reduce la



capacidad de la sangre para transportar oxigeno a diversas partes del cuerpo,

incluido el corazon y el cerebro (Kong et al., 2010).

Cuando se respira a niveles muy altos, el CO puede ser fatal, las exposiciones por
incendios y emisiones en interiores causan miles de muertes por afio en los Estados
Unidos (Kleinman, 2000). En las ciudades, casi todas las emisiones de CO pueden
provenir del escape de los vehiculos motorizados. Otras fuentes incluyen procesos
industriales (como el procesamiento de metales y la fabricacién de productos
guimicos), la quema residencial de madera y fuentes naturales como incendios
forestales. (Kong et al., 2010). Las estufas de lefia y gas, el humo de cigarrillo, los

calentadores de gas y queroseno sin ventilacion son fuentes de CO (Godish, 2003).

La exposicion se produce de dos maneras principales: exposicién aguda durante
periodos de tiempo variables, donde los efectos son generalmente evidentes de
inmediato y exposicidn retrasada o cronica, donde los efectos pueden no ser
reconocidos por dias, meses o afios (Sekhar et al., 2014). En México el limite
maximo permisible es de 11 ppm en un lapso de 8 horas (NOM-021-SSA1-1993).

3.3.2 DIOXIDO DE AZUFRE

Los 6xidos de azufre (SO2) son un grupo de importantes contaminantes del aire que
comprenden especies quimicas tanto gaseosas como en particulas, incluyendo
monoxido de azufre, didxido de azufre, tribxido de azufre. Provienen principalmente
de servicios eléctricos, especialmente de aquellos que queman carbon e
instalaciones industriales que obtienen sus productos de materias primas como
mineral metalico, carbon y petréleo crudo o que queman carbén y petroleo para

producir calor (Pan et al., 2007).

Los oxidos de azufre y las particulas de sulfato pueden causar gran variedad de
impactos a la salud y al ambiente, en particular a subgrupos susceptibles de

personas con asma, enfermedades cardiacas o pulmonares y ancianos. Estos



reaccionan con otras sustancias en el aire para formar acidos. La lluvia acida
acelera la descomposicion de los materiales de construccion y pinturas, dafa los
bosques y los cultivos, cambia la composicién del suelo y hace que los lagos se
acidifiquen (Qin y Meng, 2005).

El SOz también es una fuente secundaria importante de contaminacion del aire
como material particulado PM (por sus siglas en inglés). Una vez emitido al aire,
puede disolverse en vapor de agua para formar aerosoles acidos (por formacion
heterogénea) y también puede interactuar con otros gases y particulas en el aire
para crear sulfatos y otros productos de PM a través de la formacion homogénea
(WHO, 2007). Estas particulas de sulfato pueden ser dafiinas para los humanos y
para su ambiente, incluso a traves de la lluvia acida. Los sulfatos de particulas finas
secundarias formados en la atmosfera a partir del SO también pueden causar un
deterioro significativo de la visibilidad (Bloemen et al., 2007). La OMS promueve
limites permisibles de este gas, siendo en México el limite de 0.25 ppm anual, 0.110
ppm en 24 horas (NOM-022-SSA1-2010).

3.3.3 OZONO

El ozono (Os) es un componente natural de la atmosfera que se encuentra en bajas
concentraciones y es vital para la vida. La mayor parte (90%), se encuentra en la
parte superior de la atmésfera en la estratosfera, a mas de 20 km de la superficie y
forma una capa que limita el ingreso de radiacion ultravioleta proveniente del sol
(Ainsworth et al., 2012).

La mayor parte del ozono en la tropésfera se produce cuando los Oxidos de
nitrégeno, el monoéxido de carbono y los compuestos organicos volatiles reaccionan
en la atmosfera, en presencia de luz solar. Las fuentes antropogénicas mas
importantes de precursores de 0zono son tanto emisiones vehiculares como

industriales y los disolventes quimicos (Direccién de Monitoreo Atmosférico, 2016).



En el organismo el ozono ejerce su accion a través de varios mecanismos, las
reacciones con algunas moléculas biolégicas pueden llevar a la formacion de
radicales libres. El ozono no puede penetrar las membranas celulares o las capas
surfactantes de las células, por lo que sus efectos biolégicos son provocados por
intermediarios tales como radicales libres, aldehidos, peréxido de hidrégeno, entre
otros (Heat et al., 2009). Cuando el tracto respiratorio es expuesto al ozono se
produce dafio en el mismo, el alcance dependera de la concentracion, la duracién
de la exposicion, los patrones de exposicion y la ventilacion (Peltonen et al., 2010).
A concentraciones elevadas se puede agravar el asma, debido a que favorece la
susceptibilidad del organismo a los alérgenos (agentes que provocan los ataques)
(Heat et al., 2009).

Puede empeorar las enfermedades pulmonares crénicas tales como el enfisema y
la bronquitis y reducir la capacidad del sistema inmunolégico para defenderse de
las infecciones bacterianas (Direccion de Monitoreo Atmosférico, 2016). Los limites
méaximos permisibles establecidos en el pais son menores o igual a 0.095 ppm en
1 hora 'y menor o igual a 0.070 ppm en 8 horas (NOM-020-SSA1-2014).

3.3.4 OXIDOS DE NITROGENO

Los oxidos de nitrégeno (NOx = NO + NO2) se encuentran entre los componentes
mas importantes de la contaminacion del aire, segun la Organizacion Mundial de la
Salud, es responsable de una de cada ocho muertes prematuras en todo el mundo
(WHO, 2014). Estos gases se han relacionado con enfermedades de las vias
respiratorias superiores, asma, cancer, defectos de nacimiento y enfermedades
cardiovasculares, son compuestos traza con una vida corta, y participan
activamente en la formacion de ozono troposférico y aerosoles secundarios, por lo

gue dafan la salud humana de manera significativa (Seinfeld y Pandis, 2006).

Las actividades antropogénicas, en particular la guema de combustibles fosiles, son
las fuentes mas importantes de emisiones de NOx que se agrupan principalmente



en zonas urbanas densamente pobladas y areas industriales suburbanas/rurales

donde se ubican fuentes puntuales como las centrales eléctricas (Souri et al., 2017).

3.3.5 MATERIAL PARTICULADO

El Material Particulado es una mezcla de particulas liquidas y solidas suspendidas
en el aire, que poseen una diversidad de propiedades fisicas (como densidad,
dimension, forma quimica) (USEPA, 2017). En la fraccion inhalable de éstas se
incluyen aquellas con un diametro menor a 10 um (PMz1o) y menor a 2.5 um (PM 2.5)
gue son capaces de ingresar al sistema respiratorio. Las PM menores a 2.5 ym,
representan una mezcla compleja que puede contener compuestos de origen
natural o ser el producto de las actividades antropogénicas (Miguel-Pérez et al.,
2013). Se ha descrito que conforme disminuye el tamafio de la particula aumenta
su toxicidad y esto se debe a que las mas pequefias son capaces de entrar mas
profundamente en las vias respiratorias e ingresar al organismo y una vez dentro,

son capaces de acumularse en diferentes sitios (Rosales-Castillo et al., 2001).

Los efectos de las PM en la salud humana estan estrechamente relacionados con
el tiempo de exposicion y su tamario (Di Palma et al., 2017). Las PM pueden causar
estrés oxidante, apoptosis y citotoxicidad (Lag et al., 2016). Los limites maximos
permisibles en las PM1o son de 75 pg/m3 durante 24 horas y de 40 pg/m3 como
promedio anual, Asimismo, para las PMzs es de 45 pg/m?® para 24 horas y de 12
1g/m3 como promedio anual (NOM-025-SSA1-2014).

3.3.7 METALES PESADOS

Se definen como elementos que tienen una densidad relativamente alta en
comparacion con el agua (Fergusson, 1990). Con relacion a la toxicidad, son
capaces de inducir dafio en niveles bajos de exposicion (Duffus, 2002). En los
ultimos afios, ha habido una creciente preocupaciéon ecoldgica y de salud publica
mundial asociada con la contaminacion ambiental por éstos metales, aunque son

elementos que se encuentran de manera natural en toda la corteza terrestre, la
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mayor parte de la contaminacion ambiental y la exposicion humana se debe a
actividades antropogénicas, como las operaciones de mineria y fundicion, la
produccion industrial, el uso doméstico y agricola y el manejo de compuestos que

los contienen (He et al., 2005).

La contaminacion ambiental también puede ocurrir a través de la corrosion del
metal, el depdésito atmosfeérico, la erosion del suelo, la lixiviacion, la re-suspension
de sedimentos y la evaporacion de los recursos hidricos al suelo y al agua
subterranea (Arruti et al., 2010). También se ha mencionado que fenémenos
naturales como la meteorizacion y las erupciones volcanicas contribuyen
significativamente a la contaminacion por metales pesados (Fergusson, 1990). En
sistemas bioldgicos, se ha descrito que afectan organelos y componentes celulares
como las membranas celulares y mitocondrial, el lisosoma, el reticulo endoplasmico,
el nucleo y algunas enzimas involucradas en el metabolismo, la desintoxicacion y la

reparacion de dafios (Wang y Shi, 2001).

Se ha descubierto que los iones metdlicos interactian con componentes celulares
como el DNA vy las proteinas nucleares, lo que causa dafios y cambios
conformacionales que pueden conducir a la modulacion del ciclo celular,

carcinogénesis o0 apoptosis (Beyersmann y Hartwig, 2008).

La Asociacion Oficial del Control de Alimentos de los Estados Unidos (AAFCO,
1996) afirma que los principales metales toxicos son aluminio (Al), Arsénico (As),
Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Plomo (Pb), Vanadio (V) y Zinc (Zn). La acumulacion de
éstos es una de las principales fuentes de contaminacion en la mayoria de los

paises industrializados (Georgieva et al., 2011).

Las plantas superiores son muy utiles para realizar monitoreo in situ y caracterizar
los contaminantes de un area especifica (Ceretti et al., 2015), se han usado desde
principios del siglo XX para evaluar diversos grados de dafio generados por factores

fisicos y quimicos del ambiente (Rai et al., 2011). Debido a su alta sensibilidad se
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puede detectar la presencia de gases contaminantes de la atmosfera como oxidos
de azufre y nitrégeno, ozono, formaldehidos, amoniacos e incluso mezclas
complejas (Rodrigues et al., 1997). Las hojas son estructuras muy susceptibles de
la planta debido a la abundancia de estomas que permiten la penetracion de los
xenobidticos (Weigel et al., 1989). Se han realizado estudios con tejidos vegetales
en donde se menciona que los metales pesados presentes en las particulas afectan

procesos tanto bioquimicos como fisicos de las plantas (Prieto et al., 2009).

Los contaminantes entran a la hoja por difusion y la velocidad depende de sus
propiedades quimicas (Rai et al., 2011). Para evitar su entrada, las plantas tienen
varios mecanismos que sirven como barreras fisicas, por ejemplo; tricomas, cuticula
cerosa, epidermis y pared celular (Weigel et al., 1989). Una vez que se encuentra
dentro de la hoja, los contaminantes pueden quedar en algunos tejidos o
compartimentos celulares donde ocasionen el menor dafio al DNA y los procesos
esenciales (Burken, 2004; Tuteja et al., 2009). A nivel celular se pueden acumular
en lavacuola o en la pared celular y a nivel de tejido en la epidermis y en los tricomas
(Hale et al., 2001).

Los contaminantes pueden ser atrapados por agentes quelantes, formando
conjugados. Sin embargo, pueden producir Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)
desencadenando una respuesta antioxidante (Heath et al., 2009). Los antioxidantes
retardan o previenen la oxidacion. En los cloroplastos, por ejemplo, la ferritina, limita
los pro-oxidantes, mientras que otras protegen las biomoléculas con ayuda del
glutatién y el ascorbato (Chaverri y Cardenas, 2018). Si la exposicién es cronica, los
contaminantes se acumulan en los tejidos y ocasionan toxicidad directa, dafiando la

estructura celular. (Taiz y Zeiger, 2002).

Los contaminantes que mas afectan al desarrollo de las plantas son el Oz y el SOz
(Heath, 1999). Sus consecuencias dependen de la especie, la edad, los factores
meteoroldgicos y el tiempo de exposicion (Pardos, 2006). Debido a que no se puede

realizar la experimentacion directa con el ser humano por razones éticas y
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econdémicas, se utilizan modelos experimentales, que incluyen especies de
diferentes niveles de organizacion, como organismos procariontes y eucariontes. A
estos organismos se les ha llamado organismos biomonitores u organismos

centinela (Garcia y Rubiano, 1984).

3.4 LAS PLANTAS COMO BIOMONITORES DE LA CONTAMINACION
DEL AIRE Y SU USO COMO ORGANISMOS CENTINELA

En general un organismo centinela se define como: “cualquier organismo no
humano que puede reaccionar ante un contaminante ambiental antes de que éste
impacte sobre los seres humanos” (Stahl, 1997). Y debe reunir ciertas
caracteristicas 1. Dar una respuesta al agente a monitorear capaz de ser medida,
es decir, ser sensible al reactivo, 2. habitar el territorio en el que se va a realizar la
prueba, 3. Contar con una poblacién suficiente de individuos 4. Tener una relacion

intima con la fuente de exposicién (Shah et al., 2010).

Las plantas superiores presentan diferentes caracteristicas que les favorecen como
modelos genéticos para evaluar contaminantes ambientales, por ejemplo: su
sensibilidad y la posibilidad de revelar multiples alteraciones genéticas en distintos
tejidos. Algunas de las mas utilizadas son: Allium cepa, Vicia faba, Zea mays,
Tradescantia, Nicotiana tabacum, entre otros (Grant., 1994). Al utilizar las plantas
se facilita la identificacion de efectos toxicologicos y dafios a otros niveles superiores
de la cadena trofica ya que éstas pueden transportar contaminantes hacia niveles

troficos mas elevados (Rodrigues et al., 1997).

En el estudio sistematico de la induccién de genotoxicidad, mutagenicidad y muerte
celular programada luego de la exposicion a contaminantes y otros agentes de
estrés, el uso de plantas ha aumentado significativamente En la ultima década, lo

gue destaca su relevancia y utilidad (Santos et al., 2015).

13



3.5 Gnaphalium lavandulifolium

Es una planta sub-arbustiva, con abundantes hojas, de entre 5 a 25 cm de altura,
con tallos ramificados, hojas oblongas, sésiles y amplexicaulas que miden de 4 a 12
mm de largo y 1 a 3 mm de ancho, con el nervio medio prominente en el envés,
contienen pubescencia densamente lanosa en ambas caras de la hoja y cuando las
hojas mueren permanecen fijas al tallo, la inflorescencia se conforma por fasciculos
de 1 a 3 cabezuelas. Habita en zonas alpinas, se ha encontrado en las faldas del
Iztaccihuatl y del Popocatépetl a 3800 y 4300 m de altitud junto con zacatonal alpino
(Calderon y Rzendowski., 2005) (Figura 1).

Figura 1.- Gnaphalium lavandulifolium

3.6 MUERTE CELULAR PROGRAMADA

Asi como la division, el crecimiento y la diferenciacion celular, también la muerte es
un proceso biolégico fundamental de la vida en los eucariotas y una multitud de
causas puede provocarla. Histéricamente, los procesos de muerte celular en
metazoos se han dividido segun las caracteristicas morfolégicas en tipo | o

apoptosis, tipo Il o autofagia, y tipo Il o necrosis.
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En el tipo I, la muerte celular se lleva a cabo por la activacién de enzimas catabdlicas
en las que predominan las proteasas en cascadas de sefalizacion que llevan a la
rapida destruccion de organelos siendo ésta una caracteristica de la apoptosis y
gue concluye en la condensacion nuclear como efecto de la compactacion
cromatinica, asi como, la fragmentacién nuclear y la divisibn eventual en los

denominados cuerpos apoptéticos (Gadjev et al., 2008).

En mamiferos, el grupo de proteinas cisteinicas que sefializan la destruccion celular
se han denominado Caspasas (Wolf y Green., 1999) y la actividad de éstas puede
ser por receptores de muerte extrinsecos 0 por vias intrinsecas controladas, en
parte, por la mitocondria y la excrecion de Citocromo C, activando la formacion del
apoptosoma el cual es un complejo activador de caspasas en el citoplasma (Adrain
y Matrtin, 2001).

En el tipo Il, la muerte por autofagia, partes del citoplasma y algunos organelos
celulares, son secuestrados por vacuolas autofagicas o auto fagosomas, para ser
degradadas por lisosomas (Shintani y Klionsky, 2004). La micro autofagia, es el
proceso por el cual un lisosoma invagina la membrana introduciendo componentes
del citosol en las que puede incluir organelos adyacentes a la vacuola. En plantas,
este mecanismo se ha observado en plantulas y en hojas senescentes (Harrison-
Lowe y Olsen, 2006).

La necrosis o tipo lll, es una muerte descontrolada en la que la célula pierde su
capacidad de osmorregulacion inundando la célula de iones y agua, debido a que
es incapaz de activar vias apoptéticas (Lennon et al., 1991). Principalmente se
causa por altas dosis de radiacion UV-B o en presencia de diferentes tipos de estrés
(Mammone et al., 2000). En plantas es una respuesta de hipersensibilidad y esta
relacionada con otros tipos de muerte, incluso puede comenzar en vias

programadas y terminar de forma accidental (Sansén y Zavaleta, 2011).
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Estos diferentes procesos de muerte celular pueden desencadenarse por diversos
tipos de estrés que son demasiado severos o prolongados para una respuesta
adaptativa. Sin embargo, como parte inherente de los programas regulares de
desarrollo o fisiolégicos, estos casos se conocen como “Muerte Celular
Programada” (MCP) (Galluzzi et al., 2018) (Figura 2).

Célula sana

Muerte tipo apoptosis Nacrosie Autofagia
Contraccion del protoplasto Pared celular débil Expansion de la vacuola
Empaquetamiento del citoesqueleto  Fragmentacién de membrana plasmatica Ruptura de tonoplasto
Ruptura de DNA Fragmentacién de la vacuola Desaparicion del citoplasma

Figura 2.- Tipos de muerte celular en plantas. Tomado y modificado de (Reape y McCabe, 2010).

La MCP definida morfolégicamente en plantas se denomina MCP-Tipo Apoptosis
(AL-PCD por sus siglas en inglés, Reape et al., 2008). El uso de este término
reconoce que existen diferencias entre la apoptosis en animales y la AL-PCD, que
se distingue por la separacion del protoplasto de la pared celular y la degradacién
del DNA, éstos se pueden distinguir morfolégicamente con microscopio Optico y

mayormente con electronico (Reape y McCabe, 2010).
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3.7 ACTIVIDAD DE TIPO-CASPASA-3 ACTIVA EN PLANTAS

Las caspasas son una familia de enzimas pertenecientes al grupo de las cistein-
proteasas que presentan un residuo de cisteina. Median la ruptura de otras
proteinas, se encuentran tipicamente en la célula como precursores inactivos, se
activan al inicio de la apoptosis y estan altamente conservadas en las diferentes
especies (Adrain y Martin, 2001; Fulda, 2018). Pueden clasificarse como iniciadoras
Caspasas 8, 9y 10 y ejecutoras Caspasas 3, 6 y 7 (Ramirez y Salvesen, 2018). En
principio, podrian activarse a través de vias de transduccion de sefiales extrinsecas

o intrinsecas (Tsapras y Nezis., 2017).

Estas proteasas degradan los sustratos estructurales y las enzimas de reparacion
del ADN. La caspasa 3 activa es muy importante ya que las vias intrinsecas y
extrinsecas convergen en ella (Snigdha et al., 2012). Sin embargo, su regulacion
sobre la diferenciacion y la funcion aun no se ha dilucidado completamente. Las
caspasas iniciadoras activan las efectoras, generando un torrente proteolitico que
desmantela las estructuras celulares clave para producir el fendmeno apoptético
(Savill y Fadok., 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Ruta de accion de las caspasas iniciadoras y efectoras. (Tomado y modificado de Fulda,
2018).
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Hasta la fecha, se han identificado aproximadamente 14 caspasas en mamiferos,
un subconjunto de las cuales estan involucradas en la regulacion de la apoptosis;
se cree que el resto esta implicado en el procesamiento de citosinas
proinflamatorias (Earnshaw et al., 1999). Aunque no hay evidencia de que existan
caspasas en los genomas de las plantas ya secuenciadas, se han descubierto
moléculas tipo-caspasas, ademas de que sus sustratos se rompen durante la MCP
(Sanmartin et al., 2005). Asimismo, es importante mencionar que el DNA es cortado
y diversos genes involucrados en la apoptosis parecen funcionar en la MCP en
plantas (Danon et al., 2000).

Otra caracteristica de la AL-PCD es la degradacion del DNA, asi como la
desnaturalizaciéon de la polimerasa Poly ADP-ribose, involucrada en la reparacion
del DNA y que ademas es un sustrato de la actividad de tipo-Caspasa-3 (Thomas y
Franklin-Tong, 2004).
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4. JUSTIFICACION

Dado que es imposible hacer experimentacion directa en los seres humanos, por
razones éticas y econdémicas, se han establecido diversos sistemas bioldgicos de
prueba entre los cuales las plantas presentan innumerables ventajas que las hace

una herramienta sumamente Util para realizar estudios de Toxicologia Ambiental.

No obstante sus caracteristicas sedentarias, abundancia y sensibilidad a los
cambios atmosféricos, las plantas silvestres son poco usadas como organismos
indicadores de contaminacion ambiental, particularmente no se encontraron
antecedentes con Gnaphalium lavandulifolium, que indiquen que haya sido
estudiada previamente, por lo que se propone emplearla como bioindicador de la
presencia de gases y metales pesados contaminantes del aire, en 4 zonas ubicadas
en la ZMVM: ECA, TLA, Altzomoni (ALT) en el Parque Nacional Izta-Popo y Centro
de Ciencias de la Atmésfera (CCA), paralelamente con un testigo para evaluar la
respuesta bioldgica en la induccién de muerte celular programada.

5. HIPOTESIS

Dado que se ha demostrado la toxicidad de diversos contaminantes del aire, se
espera que Gnaphalium lavandulifolium expuesta a sitios con diferente grado de
contaminacion atmosférica, evidencie un dafio diferencial que conduzca a muerte
AL-PCD.
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6. OBJETIVOS

General

Evaluar la presencia de contaminantes atmosféricos de la Zona Metropolitana del
Valle de México y su efecto en la induccibn de muerte celular programada en
Gnaphalium lavandulifolium para proponer su posible uso como organismo

centinela.

Particulares

Determinar a través de los cambios morfolégicos celulares, detectados por
microscopia oOptica y electrénica, si el tipo de muerte celular inducida en G.

lavandulifolium es de tipo-apoptosis.

Localizar por inmunocitoquimica, la presencia de la proteina tipo caspasa-3 activa

en las células de G. lavandulifolium.

Co-relacionar la respuesta biolégica de G. lavandulifolium con la presencia de
contaminantes ambientales reportados por la Red Automatica de Monitoreo
Atmosférico de la CDMX y con el contenido de metales pesados almacenados en

sus hojas.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 RECOLECCION DE LAS PLANTAS

Se colectaron 15 ejemplares de la planta nativa Gnaphalium lavandulifolium en el
Parque Nacional Izta-Popo colocando cada una de ellas en macetas individuales
con tierra estéril, teniendo el cuidado de no causar algun dafio en hojas y raices.
Se colocaron en una camara de crecimiento con condiciones de temperatura y
humedad controlada, dejandolas un lapso de 2 semanas para su aclimatacion en el
CCA.

7.2 EXPOSICION

Las plantas se expusieron del 1°. de octubre al 26 de noviembre del 2018,
colocandolas en dispositivos que se disefiaron en el CCA con la finalidad de
mantenerlas hidratadas continuamente. El primer grupo se trasladé a la estacion
meteoroldgica ALT ubicada dentro del Parque Nacional Izta-Popo a una altura de
3985 msnm (Figura 4).

Figura 4. Estacion de monitoreo atmosférico Altzomoni
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El segundo grupo se llevé a la estacion meteoroldgica ECA, que se encuentra en el
Centro de Salud Comunitario San Agustin en el municipio de Ecatepec de Morelos,
un area urbana, principalmente habitacional, rodeada por calles de flujo vehicular
alto de autos particulares, taxis, microbuses, autobuses locales y foraneos,

camiones de carga y motocicletas (Figura 5).

Figura 5. Estacion de monitoreo atmosférico SAG, Ecatepec.
El tercer grupo se traslado a la estacidon meteoroldgica de TLA, que esta en el municipio
de Tlalnepantla de Baz, un area urbana principalmente habitacional con algunos
comercios y servicios. En la avenida Toluca se presenta un flujo vehicular moderado de
autos particulares, taxis colectivos “combi”, microbuses, camiones de carga, a 110
metros se encuentran 2 tanques de almacenamiento de combustible y a 1 Km existe

una zona industrial y de bodegas (Figura 6).

Figura 6. Estacion de monitoreo atmosférico Tlalnepantla.
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Un cuarto grupo se mantuvo en la azotea del CCA, cercana a zonas transitadas en
la Universidad Nacional Autdbnoma de México dentro de la Ciudad de México,
(Figura 7). En todos los casos, las plantas se mantuvieron protegidas del agua de

lluvia para descartar esta variable.

Figura 7. Estacion de monitoreo atmosférico del Centro de Ciencias de la Atmosfera.

El quinto grupo se mantuvo en una camara de crecimiento marca PERCIVAL
INTELLUS Control System, bajo condiciones controladas de temperatura (19 °C)
con periodos de luz de 12 h'y 20% de humedad (Figura 8).

Figura 8. Plantas de Gnaphalium lavandulifolium en cAmara de crecimiento (testigo

negativo).
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La colecta de muestras se realiz6 en las semanas 2, 4 y 8 de exposicion),
trasladando con cuidado de no someter a estrés, tres macetas con tres individuos
cada una en cada ocasion. De cada individuo se tomaron pequefias muestras para
evaluar el fenbmeno de MCP mediante la localizacién de la proteina tipo-Caspasa-

3 activa y el resto se empled para efectuar el analisis quimico de metales pesados.

7.3 INCLUSION DE LAS MUESTRAS

Para la inclusion de las muestras que se analizaron con microscopia Optica y para
la inmunocitoquimica se eligieron las hojas, se cortaron en tamafos de
aproximadamente 1 cm?, se fijaron en pequefios viales con para formaldehido al 4%
en amortiguador salino de fosfatos (PBS), a pH= 7.4, durante 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron con PBS 3 veces por 5 min. Después se
deshidrataron con cambios graduales de metanol al 30% 5 min a 4 °C, 50% 5 min
a4 °C, 70% 5 min a -20 °C, 90% 30 min a -20 °C. Se realizo la pre inclusién con
metanol 90%:Lowicryl, 1:1 durante 60 min a -20 °C; metanol 90%: Lowicryl 1:2
durante 60 min a -20 °C, después Lowicryl puro por 60 min a -20 °C, Lowicryl puro
20 ha-20 °Cy el tltimo cambio de Lowicryl puro por 60 min a -20 °C, para finalizar,
se encapsularon las muestras y se colocaron en presencia de luz UV durante 24 h
a -20 °C y se dejaron otras 24 h a temperatura ambiente en presencia de luz UV
para la polimerizacion de la resina. Después se llevaron al ultra-microtomo, para
hacer cortes semi-finos de aproximadamente 5 um, se colocaron en portaobjetos
tratados con Poli -L- lisina 10x y se guardaron para su posterior uso, éstos se
destinaron para 2 propésitos. El primero para observar los cambios morfolégicos y

el segundo para realizar la inmunolocalizacion.

La inclusion de las muestras para microscopia electronica se realizé de la siguiente
manera: cortes de 1 cm? se fijaron en una mezcla de paraformaldehido 4%,
glutaraldehido 6% diluidos en PBS durante 1 h a temperatura ambiente y luego a 4
°C por 24 h. Se lavaron 3 veces por 5 min y se post fijaron con tetra 6xido de osmio
4% por 1 h, posteriormente se deshidrataron con cambios graduales de etanol 30,
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50, 70, 80 y 96% por 10 min una vez y después con etanol 100% 3 veces de 10 min
cada una. A continuacion, se dieron tres cambios de 10 min del agente intermediario

oxido de propileno puro.

Se llevé a cabo la preinclusion con 6xido de propileno EPON 1:1 y se dej6 durante
toda la noche. Posteriormente se incluyé en EPON puro, colocando en los moldes
primero una “cama” de EPON, la muestra con su etiqueta y se rellené con EPON.
Se dej6 polimerizar 24 h a -20 °C. Se realizaron los cortes ultrafinos en un ultra-
microtomo Ultracut Leica para ser analizados al microscopio electrénico de

transmision.

7.4 ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA

Para observar los cambios a nivel celular, los cortes de 5 uM se tifieron con azul de
toluidina al 0.1 %, colocando una gota del colorante por 30 segundos
aproximadamente y se paso por el mechero por 5 segundos, se lavaron con agua
destilada para quitar el exceso, se mantuvieron a temperatura ambiente para
permitir el secado y se guardaron para su posterior observacién al microscopio
optico. El registro y captura de imagenes se realizo6 a 100x. El analisis de la
ultraestructura celular se obtuvo en el microscopio electrénico JEM1010 Jeol
observados con una camara Orius SC600 con sensor CCD de 7 megapixeles
GATAN, en el Laboratorio de Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias de
la UNAM.

7.5 INMUNOLOCALIZACION DE LA PROTEINA TIPO-CASPASA 3 ACTIVA

Se realiz6 la recuperacion antigénica con TBS-T (Tris 0.5% + Triton 0.05%) filtrado
aplicando sobre la muestra por 15 min, se colocé el anticuerpo primario anti
Caspasa-3 Activa (Anticapase-3 antibody Sigma-Aldrich), en PBS en una diluciéon
1:25 durante 2 h en una cdmara humeda en oscuridad y se lavé 3 veces con TBS-
T durante 5 min cada uno. Se hizo el bloqueo con suero de cabra en PBS en una

dilucion 1:100 durante 10 min. Al termino se colocé el anticuerpo secundario
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acoplado al fluorocromo Alexa 488 (Alexa Fluor 488 INVITROGEN) durante 1:30 h,
enseguida se hicieron 3 lavados de 5 min con TBS-T, se coloco el fluorocromo DAPI
por 2 minutos diluido 1:20 en PBS, por ultimo, se realizé un enjuague rapido y se
hizo el montaje de la muestra con Vecta-Shield para su posterior observacion al
microscopio de fluorescencia manteniendo las laminillas protegidas de la luz y en

congelacion.

7.6 ANALISIS DE METALES PESADOS

Las hojas de las plantas se lavaron con mucho cuidado con agua desionizada y se
colocaron a 60 °C para su deshidratacion. Posteriormente, fueron preparadas para
una digestiéon acida en el UltraWave (Milestone). Para ello, se pesaron 0.25 g de
tejido vegetal y se adicionaron 5 mL de &cido nitrico (HNOs3) grado cromatografico,
las muestras se dejaron en pre-digestién toda la noche dentro de una campana de
extraccién. A continuacion, se llevé a cabo la digestion asistida por horno de

microondas, empleando el programa descrito en la Tabla 2.

Tabla 2. Programa de corrimiento en digestor UltraWave

Etapa T'emp° Potencia (W) Temperatura (°C) Presion (Bar)
1 20 1500 220 110
2 15 1500 220 110

Una vez terminado el programa, las muestras se enfriaron y aforaron a 50 mL con
agua desionizada. Se filtraron, etiquetaron y almacenaron a 4 °C. Para el analisis
de metales pesados, se emple6 el método de espectrometria de masas con fuente
de plasma acoplado inductivamente, descrito por Gomez-Arroyo et al., 2018,
realizado con el apoyo de personal del instituto de Geofisica de la Universidad
Nacional Autbnoma de México.
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7.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se realiz6 un ANOVA no paramétrica Kruskal-Wallis en
el que se calculé la desviacién estandar comparando la muestra testigo contra los

distintos metales pesados y gases contaminantes en exposicion con una p<0.05.

8. RESULTADOS

8.1 ANALISIS MORFOLOGICO

El analisis con el microscopio 6ptico de los cortes de hoja teflidos con azul de
toluidina mostré cambios en la estructura celular, especialmente en las muestras
sometidas a la atmosfera de las zonas mas contaminadas, incrementandose
conforme aumentd el tiempo de exposicion. Algunos cambios fueron la contraccién
del protoplasto, separandose de la pared celular, la condensacién de la cromatina y
la formacion de vacuolas. En la semana 4, en ECA no se realizé la evaluacion por
carencia de muestras, debido a causas no controladas (Figura 9). En las muestras
expuestas en ECA y TLAL en las semanas 2 y 8 se registré claramente un mayor
cambio con respecto al TES, siendo mas evidentes en la 8 en ambos sitios. En
cuanto a los otros dos sitios de exposicién (ALT y CCA) se observdé un cambio
menos evidente en el protoplasto, y la estructura celular aparece muy similar a la
del TES.
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SEMANA 2 SEMANA 4 SEMANA 8

o

Figura 9. Imégenes de microscopio Optico de Gnaphalium lavandulifolium (100X) longitud

de la barra inferior izquierda = 5 uM. PC: pared celular, C: cloroplastos, V: vacuola y N: nucleo.

Los cortes ultrafinos incluidos en EPON evidenciaron al microscopio electronico de
transmision mayor detalle de los cambios detectados previamente al microscopio

optico. En los TES de los diferentes sitios de exposicién, los organelos conservaron
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su estructura y se localizaron cercanos a la pared celular, mientras que las
expuestas un mayor tiempo en ECA y TLA, presentaron una desorganizacion y
deterioro de su estructura (ribosomas, cloroplastos nucleo) y la pared celular

engrosada y difusa (Figura 10).

SEMANA S

Figura 10. Imagenes al microscopio electrénico de transmisién de Gnaphalium lavandulifolium PC:

pared celular, C: cloroplastos, V: vacuola y N: nucleo.
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8.2 INMUNOLOCALIZACION DE LA PROTEINA TIPO-CASPASA-3 ACTIVA

Las imagenes obtenidas al microscopio confocal revelaron la localizacion del
marcador de muerte celular programada tipo apoptosis, tipo-caspasa-3 activa,
conjugada con el fluorocromo Alexa 488 en los organelos, especificamente en los

cloroplastos adosados a la pared celular (Figura 11).

SEMANA 2 SEMANA 4 SEMANA 8

Figura 11. Iméagenes al microscopio confocal de Gnaphalium lavandulifolium, inmunolocalizacion

de la proteina Anti Caspasa-3 activa.
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Mediante el programa de analisis de imagenes Image J (de dominio publico), se
detectd que la intensidad de la fluorescencia aumentdé de manera directamente
proporcional al tiempo de exposicion para todos los sitios de estudio con respecto
al testigo negativo, mostrando diferencias notablemente significativas en TLA
durante la semana 4 y en la semana 8, las muestras de ECA y TLA mostraron el

mismo comportamiento (Figura 11).
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Grafica 1. Andlisis de imagen de la expresion de la proteina tipo-caspasa-3 activa * desviacion
estandar * indica la diferencia significativa entre el testigo y el sitio de exposicion ANOVA, post
hoc Kruskal-Wallis p< 0.05.

8.3 ANALISIS DE METALES PESADOS

El analisis mediante ICP-MS para determinar la concentracion de metales pesados
acumulados en las hojas de la planta, mostré que el Al, As, Cd y Ni mantuvieron
valores similares o por debajo del testigo sin mostrar diferencias significativas. En
el caso de Cr, se pudo observar una mayor concentraciéon en la semana 8 de

exposicion, pero sin llegar a mostrar diferencia significativa. Por otro lado, el Co, Fe,



V'y Zn se determinaron en altas concentraciones en la semana 4 de exposicion y el
Cu, Mn, Pby Sb en la semana 8.
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Grafica 2. Metales pesados registrados por ICP-MS en G. lavandulifolium. + desviacion estandar.

* indica la diferencia significativa entre el testigo y el sitio de exposicion ANOVA, post hoc
Kruskal-Wallis p< 0.05.
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Gréfica 3. Metales pesados registrados por ICP-MS en G. lavandulifolium. * desviacion estandar.

* indica la diferencia significativa entre el testigo y el sitio de exposicion ANOVA, post hoc
Kruskal-Wallis p< 0.05.
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Grafica 4. Metales pesados registrados por ICP-MS en G. lavandulifolium. + desviacion estandar.
* indica la diferencia significativa entre el testigo y el sitio de exposicion ANOVA, post hoc
Kruskal-Wallis p< 0.05.

8.4 ANALISIS DE GASES CONTAMINANTES

En las gréficas 5, 6 y 7 se muestra la concentracion de los contaminantes
atmosféricos registrados por la RAMA en cada estacion, durante el tiempo de
exposicion de las plantas. Se detectaron nueve: CO, NOx, CO, NO2, NOx, O3z, SOz,
PM2s y PMio. En general, se puede observar que los gases toxicos que
permanecieron en concentraciones mas elevadas durante todo el tiempo de
exposicion en los diferentes sitios, con relacién al total determinado fueron los
oxidos de nitrdgeno que se mantuvieron constantes en las 3 estaciones de
monitoreo y el material particulado PM1o.
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Gréfica 5. Gases y material particulado registrados por la RAMA correspondiente a la
estacion CCA.
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Grafica 6. Gases y material particulado registrados por la RAMA correspondiente a la

estacion Ecatepec.
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Gréfica 7. Gases y material particulado registrados por la RAMA correspondiente a la

estacion Tlalnepantla.

9. DISCUSION

De acuerdo con los resultados, se observo que el tipo de muerte generado en las
hojas de G. lavandulifolium fue el de AL-PCD que de acuerdo con Reape y McCabe
(2010) se puede definir por la presencia de cambios morfolégicos en las estructuras
celulares como la contraccion del protoplasto, la formacién de vacuolas y a nivel
molecular, la degradacion del ADN. En la muerte tipo autofagia se puede observar
la formacion masiva de autofagosomas en vacuolas liticas y en la necrosis un dafio
en la pared celular, fragmentacion de la membrana y la vacuola, lo cual no se

observo en esta investigacion.

En las células foliares de G. lavandulifolium se presentd una caracteristica
morfoldgica relevante, que es la contraccion del protoplasto separandose de la
pared celular, la condensacion de la cromatina y la formacion de vacuolas

caracteristico de la muerte tipo AL-PCD. Esto se puede asociar con el aumento en
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la concentracion de los contaminantes atmosféricos y con la cantidad de metales
pesados (Co, Cu, Fe, Mn, Pb, Sb, V y Zn) registrados durante las semanas 4 y 8.
Lo cual coincide con estudios que han reportado un aumento de la contraccién del

protoplasto al exponer las plantas a niveles altos de estrés (Reape et al., 2008).

El mecanismo de ejecucion de AL-PCD a menudo se asocia con la activacion de
moléculas similares a caspasas y la liberacion de proteinas mitocondriales, incluido
el citocromo C. Cortés-Eslava et al., (2018), utilizaron un método similar al del
presente trabajo, con raiz de haba y cebolla detectando aumento en la muerte
celular por medio de la activacion de la proteina tipo-caspasa-3 activa que fue
inducida por exposicion a diferentes concentraciones de dicromato de potasio,
nitrato de niquel y dos plaguicidas organofosforados, en donde se observd un
efecto dependiente de la concentracion, similar al reportado en el presente trabajo.

El andlisis estadistico aplicado a los valores obtenidos con el programa de analisis
de imagenes confirmd que las muestras expuestas por un tiempo mas largo
mostraron mayor intensidad de la marca, lo que indica una mayor expresion del tipo
caspasa-3 activa con respecto al testigo negativo, dando un mejor soporte a los

resultados que se obtuvieron en esta investigacion.

En el lapso que duré este estudio, los contaminantes con los niveles mas altos
fueron los NOx y el PM1o. Los NOx se han reportado capaces de inducir diversas
lesiones al ingresar por vias estomaticas en las plantas, sin embargo, no se conoce
si los efectos son directamente provocados por los NOx. Algunos de los efectos que
pueden inducir son manchas en las hojas, disminucién de la tasa fotosintética y
muerte celular tipo apoptosis (Chauhan et al., 2003), siendo este ultimo el que se

presentd en las muestras observadas por microscopia.

En el caso del PMio, pueden afectar a los sistemas vegetales por la penetracion en
la superficie de la hoja, o indirectamente a través de la interaccion suelo-raiz

(Jovanovick et al., 2007). A nivel celular se ha reportado que las PMio tienen varios
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mecanismos de efecto celular adverso, como la citotoxicidad a través de
mecanismos de estrés oxidante por la produccion de ERO y dafio al DNA. La
sobrecarga de PM puede causar la degradacion de los pigmentos fotosintéticos y
dafios a la maquinaria fotosintética, lo que a su vez disminuye la fotosintesis que
conduce al estrés oxidante y a la muerte celular (Apel y Hirt, 2004), por lo que se
puede inferir que estos contaminantes posiblemente contribuyeron a la induccion de
muerte celular tipo apoptosis y por comparacion morfolégica sea la que se presentd
en este trabajo, principalmente en las zonas industriales de Ecatepec y

Tlalnepantla.

En cuanto a los metales pesados estos pueden tener diversos origenes naturales
como las erupciones volcanicas, las tormentas de arena o provenir de fuentes
antropogénicas como la quema de combustibles fésiles, la industria minera o
plaguicidas, etc. Las plantas utilizan los metales esenciales Cu, Mn, Fe y Zn en
bajas concentraciones para realizar funciones bioldgicas, pero el exceso de éstos 'y
la acumulacion de metales no esenciales como el Co, Pb, Sby V, pueden ser toxicos
y se han catalogado como contaminantes ambientales (Sha et al., 2010). Al
bioacumularse en los vegetales pueden provocar cambios en las células, alterando
procesos mediante la activacion o desactivacion de vias metabdlicas que catalizan
la generacion de ERO o radicales libres relacionados con estrés oxidante (Mousavi-
Kouhi et al., 2016). Derivando en muerte celular programada.

En el presente trabajo se evalué la muerte celular tipo apoptosis posiblemente
asociada a estrés oxidante provocado por metales pesados, en el caso del Sb y del
V pueden causar inhibicion significativa del crecimiento de las raices y una
reduccion de la biomasa (Garcia et al., 2018). Otros como el Co, son capaces de
generar estrés oxidante mediante mecanismos como por ejemplo la reaccion de
Fenton (Seinfeld y Pandis., 2006). Por lo cual en el sistema vegetal empleado en el
presente estudio se puede inferir que el proceso de muerte celular derivo de la

bioacumalcion de estos metales.

38



En resumen, los metales son capaces de generar ERO a través de diferentes
mecanismos, las ERO formadas por metales son mediadores claves responsables
del dafio al DNA y la modificacién de proteinas en células y tejidos. Los metales
también provocan la activacion de factores de transcripcién nuclear y diversas
proteinas de sefalizacion, ademas de detener el ciclo celular y la apoptosis. En este
sentido, los estudios futuros deberan centrarse en definir redes de genes de
respuesta, identificar moléculas objetivo de estrés oxidante inducido por metales,
desarrollar biomarcadores eficientes y emplear individuos como G. lavandulifolium

por su gran susceptibilidad a la exposicion a este tipo de contaminantes.

10. CONCLUSIONES

De acuerdo con la morfologia observada, la evaluacién de los contaminantes
atmosféricos mediante microscopia indico que el tipo de muerte celular fue del tipo-

apoptaético.

La inmunocitoquimica revel6 la presencia de la proteina tipo Caspasa 3-activa en
las muestras que se mantuvieron mas tiempo expuestas a los contaminantes

atmosféricos.
Se comprobd la sensibilidad de Gnaphalium lavandulifolium como biomonitor del

dafo celular inducido por contaminantes ambientales, como gases y metales

pesados.
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