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MUTAGENICIDAD DE LAS AEROPARTICULAS

Rafael Villalobos-Pietrini', Sandra G6mez-Arroyo’,
Alfredo Delgado-Rodriguez? y Omar Amador-Mufioz'

RESUMEN

Se hace unarevision de los estudios realizados con particulas suspendidas totales (PST) y -10  m de diametro aerodinamico
(PM10), en la atmosfera de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México. Los muestreos se llevaron al cabo con colectores
de altos volimenes durante 24 h 6 lapsos menores y las concentraciones de aeroparticulas rebasaron frecuentemente los
[imites permitidos por las normas oficiales mexicanas para muestreos de 24 h. La materia organica fue extraida en Soxhlet
o ultrasonido con metanol o diclorometano y concentrada en el sistema Kuderna-Danish o en el rotavapor. Con el uso de
Salmonella typhimurium'y Drosophila melanogaster como ensayos biolégicos, PM10 produjo mayor mutagenicidad que
PST y en una serie de ensayos hubo méas mutagenos indirectos que directos. La zona Centro, con trafico mas denso, presentd
los mas altos niveles de mutagenicidad. En otros experimentos, los mutagenos directos en la zona Suroeste fueron mas
frecuentes que los indirectos. Estas diferencias pueden relacionarse con cambios en la formulacion de las gasolinas asi como
en disefios de control de los sistemas de escapes de automoviles.

PalabrasClave: Particulassuspendidastotales (PST), particulasigualesomenoresde1oum(PM10), hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP), prueba dereversion en Salmonella (AMES), prueba de mutaciony recombinacion
somaticas(SMART)enDrosophila.

ABSTRACT

A review of the studies about total suspended particles (TSP) and particles with a -10 m aerodynamic diameter (PM10) in
the atmosphere of the Metropolitan Zone of Mexico City is done. The particle collection was made using high volume
samplers during 24 h or shorter periods. The particle concentration went frequently beyond the limit of the official mexican
norms for 24 h samplings. The organic matter was extracted in a Soxhlet apparatus or by sonication with methanol or
dichloromethane and concentrated by a Kuderna-Danish system or a rotatory evaporator. Mutagenicity was evaluated using
Salmonella typhimurium and Drosophila melanogaster as biological test systems. PM10 mutagenicity was higher than TSP.
Indirect-acting mutagens were more frequent than direct-acting mutagens and the highest frequencies were found in samples
taken in downtown Mexico City, an area with very dense traffic condition. In other experiments made in the southwestern
zone, direct-acting mutagens were higher than indirect-acting ones. These differences could be related to changes made in
the gasoline formulation and in a wider employment of emmision control devices in the automobiles’ exhaust systems.
Key Words: Total suspended particles (TSP), particles equal or lower than 10 um (PM10), polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAH), Salmonellarevertion test (AMES), somatic mutation and recombination test
(SMART)inDrosophila.

ARTICULO SOLICITADO POR INVITACION

INTRODUCCION

Los problemas de salud (provocados por las particulas
suspendidas) que seinician conirritaciondelosojosydelas
vias respiratorias, se agravan con enfermedades
cardiovasculares, acortandolavida cuandola exposicion se
hacecroénica. Elriesgo esatiin més critico porla presenciade
mutagenosy carcindgenos en el ambiente dela Ciudad de
México. Variosautores23, han consideradola contaminaciéon
atmosférica como una de las principales causas de cancer
pulmonaren elhombre. Enla Ciudad de México,en1993,los
tumores malignosfueronlasegundacausademortalidadentre
lapoblaciényel cancer pulmonarocup6el primerlugar®.

La presencia de las particulas suspendidas totales (PST),
conocidascomoinhalables,yde 10 um (PM10), que sonlas
respirables,hansidoasociadasconlamortalidadylamorbilidad
delos seres humanos?7-2°, Segin Schwartz y Marcus?!, las
PM1osonloscontaminantesmastdxicosdelamezclacompleja
ycontribuyenméasalamortalidadhumanaquelasPST derivadas
delsuelo?2, aunquelacontribucion toxicologicadelo diversos
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2Centro de Investigacion en Genética y Ambiente, UAT.
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tiposde particulasnohasido definida totalmente'. En este
contexto, algunosestudioshansugeridoqueelincrementode
100 ug/ms3 de PST en la concentracion diaria, provoca un
aumento del indice de mortalidad® de alrededor del 6%, y
cuandosubenlasPM1otanso6lo10 ug/ms3,serelacionancon1%
demortalidad prematura323,1% de mortalidad diariat5-24-25y
3.4%y1.8% enlamortalidad debida a causasrespiratoriasy
cardiovasculares, respectivamente'*; poresto,la Agenciade
Proteccion Ambiental delos EUA (USEPA, porsussiglasen
inglés)haestablecidonormasqueregulanlaconcentracionde
estetipodeparticulasenlaatmosfera;asi, el limite permitido
paraPSTesde260 ug/m3yparaPM10esde 150 ug/m3enun
periodo de 24 h2%27 mismas que han sido adoptadasporlas
normasoficialesmexicanas2®3°.

Recientemente,laUSEPA incorporéunnuevoestandarllamado
PM2.5, considerando particulas -2.5 um, las cuales fueron
asociadasconlamortalidadylamorbilidadhumana. Esteestandar
tieneunlimitepermitidode65ug/m3enunperiodode24h3'. Hay
todavia pocos datos enfocados al estudio de este tamano de
particula, el cual representa un nuevo campo para futuras
investigaciones. Ostroy Chesnut®5 consideraron quenohayun
umbral seguroen cantidady concentracion de particulas por
debajodel cualnoexistaefectoadversoenlossereshumanos.

Se ha demostrado que el contenido de las PM1o es
potencialmente citotoxico, mutagénicoy carcinogénico3?,
relacionando el tamano y la composicion quimica de las
aeroparticulas conlosefectosalasaluds334; entre estamezcla
compleja de agentes quimicos presentes en la atmésfera,
adsorbidosalasuperficiedelasaeroparticulas, seencuentran
loshidrocarburosaromaticos policiclicos (HAP),quehansido
considerados como indicadores de carcinogénesis y como
posibles marcadores de la calidad del aire en términos de
mutagenicidad3s37; elbenzo(a)pireno(B(a)P)hasidopropuesto
como el HAP dereferencia; asi, Cederl6f38 describio que el
incrementode 1ng/m3deB(a)P,aumentben5%elindicede
mortalidad decancerpulmonarenhombresnofumadores.

LosHAPsoncontaminantesambientalesproducidosporfuentes
naturalesyantropogénicas (vehiculos,industriaseincendios,
principalmente), cuya concentracion enla atmosferavaria
principalmente con el tipo de fuentes de emision y con las
condicionesde combustionymeteorologicas3-+. Masde 100
HAPhansidodetectadosenlafraccion organicaasociadaalas
aeroparticulas4;losde dosanillosestan distribuidosenla
atmosferaenformagaseosa,losdetresycuatrotantoenlade
gascomoenladeparticulayconcincoomasanillosséloenla
fase particulada42. Esimportante mencionar que cuandola
temperaturaambiental seincrementa,laconcentraciondelos
HAP queestanenlafasegaseosatambién aumenta43-44,

Tomando en consideracion todolo anterior, paraevaluarla
presenciademutigenosenelambientedelaZonaMetropolitana
delaCiudad de Méxicosehicieron pruebasconlosprocariotos,
lamutacionrevertanteen Salmonellatyphimurium,conocida

comopruebade Ames#55°yenloseucariotos,lademutaciony
recombinacionsomaticasen Drosophila.

COLECTA DELMATERIAL

Paraevaluar el efecto mutagénico delas aeroparticulas de
acuerdo con sudidmetroaerodinamico, fue posible colectar
PST (Figura1)y PM1o (Figura 2), en filtros defibrade vidrio
colocadosenmuestreadoresdegrandesvoliimenes, calibrados
aunflujode1.13m3/min (+10%). Antes decadamuestreo, los
filtros fueron estabilizados en un desecador (Figura 3) a
temperaturaentre20y25°Cyahumedad relativamenordel
40%,24h antesy después de cada exposicion, pesindose en
ambos casos, ladiferenciaentre el peso final menoselinicial
y dividido entre el volumen de aire muestreado, dio la
concentracion de particulas en ug/ms3. En la Figura 4, se
muestran unfiltroexpuestoalambiente por24hyotroqueno
lofue, siendoevidentelagran cantidad de materialacuamulado
enel primero.

e N\

Figura 1. Muestreador Andersen de particulas suspendidas totales (PST).

TASAS DEPARTICULAS

Ladistribucion de concentraciones de PSTy PM1o enlas
diferentesestacionesdemuestreodelaZonaMetropolitanade
laCiudad de México aparecen enlaFigura 5. Al establecerla
proporcion devalores PM10/PST para cadaestacion (Tabla
I),lastasasfuerondeo.372a0.579,cantidades queconcordaron
conlosresultados encontrados por Rodesy Evans#? en ocho
sitiosde EUA convaloresentre 0.381y0.577. En Holandas®,
sehall6 unatasamayor30.7,querelacionaron conlaelevada
humedadrelativa.
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Figura 3. Camara para estabilizar los filtros a humedad y
temperatura constantes.

Figura 4. Dos filtros, uno expuesto 24 h al ambiente de la Ciudad de
México y el otro no.
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Figura 5. Valores de PST (lineas superiores) y de PM10 (lineas inferiores)
obtenidos de muestreos de 24 h cada 6 dfas en tiempo de secas.

A. Noreste (Xalostoc), B. Noroeste (Tlalnepantla), C. Centro (Merced).
D. Sureste (Cerro de la Estrella), E. Suroeste (Pedregal).
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( ZonNA Area TAMANO DEMUESTRA PSTProMEDIO PM10 PromEDIO TASAPROMEDIO |
n (g/n®) (/) PM10/PST
Xalostoc NE 15 595.3 284.0 0.477
Tlalnepantla NO 12 246.7 117.1 0.475
Merced C 8 290.8 166.5 0.573
Estrella SE 15 494.5 182.7 0.369
\ Pedregal SO 15 144.2 68.5 0.475 J

Tabla I. Comparacion de PST y PM10 en 5 sitios de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México en parte de la estacion de secas 1989-1990.

SISTEMA RESPIRATORIO

Existegranvariacion enla cantidad de contaminantes que
alcanzanlasdiferentes regiones del tracto respiratorio; por
ejemplo, la concentracion de SO, es més alta enla porcion
superiorqueenlosalveoloss!. Sinembargo,lasPM10ingresan
al sistema respiratorio humano alcanzando los alveolos y
danandolasfuncionescelulares3252, siendolacantidad inhalada
y el diametro aerodinamico, funciones de la cantidad de
deposicion decadaregiont. LasPM10 afectan masalosnifios,
quetienenmayor ventilacién/minuto/unidaddemasadecuerpo,
que a los adultos5!, tomando en cuenta que la inhalacion
promediodeunserhumanoestaentre10,000y14,000litrosde
airediarios®354,ademasdequelosnifiosgeneralmentesonmas
activosy permanecen mas tiempo expuestos alosambientes
exterioresquealosinterioresst.

MEZCLAS COMPLEJAS

Deacuerdo conloestablecidoenel “actadeairelimpio”, en
1990delos EUA, 189 agentes quimicos fueron considerados
como contaminantes peligrososdel aire3s. Muchos compuestos
organicos, inorganicos yradioactivos estan presentesenlas
atmosferasurbanass®, perosolamenteentreel 30yel 40%de
ellos que forman la mezcla compleja adsorbida a las
aeroparticulashansidoidentificados; entreéstosseencuentran
los HAP, que han demostrado ser mutagénicos y/o
cancerigenos>”-5:,

Van Houdt et al.® consideraron que el analisis delos efectos
producidos por la mezcla organica compleja como tal,
proporcionobases mésrealesquecuandosesepar6 enfamilias
de compuestos con grupos funcionales similares, yaquees
posiblequeocurraninteraccionessinérgicas o antagénicas®s.
Enestetrabajo; se presentanlosresultados obtenidos conlas
mezclas organicas complejastotalesenla primera etapadel

proyecto. Laextraccion del material organico adsorbidoalas
aeroparticulasserealizo en equipos Soxhletdurante8hy1.5h
enultrasonido, utilizando metanol y diclorometano como
disolventes, respectivamente. Laconcentracidnasequedad de
losextractos, fuellevadaacabo en equiposdel tipo Kuderna-
Danishyrotavapor.

PRUEBA DE AMES

Engeneral,lasinvestigaciones que serealizan paraverificarla
inducciéndel cancery/ode mutacionesenanimales son muy
costosas,ademasde queel tiempo paralograrresultados es
demasiadolargoparaserusadasenformarutinaria®4. Elhecho
dequealrededordel 90% delos carcinégenos sean también
mutagenos, haestimuladoel desarrollodesistemasbiolégicos
deprueba, especialmenteenmicroorganismos, paraladeteccion
deldafiogenético provocadoporagentesquimicosomezclasde
ellos, queson eficientes, rapidos y econémicos*>04-¢7, Unode
ellos emplea diversos mutantes aislados a partir de cepas
silvestresde Salmonellatyphimurium;estasbacteriasmutantes
(auxotrofas, his-), adiferencia delassilvestres (prototrofas,
his+) requieren histidina para crecer y la base del ensayo
consiste en revertir el fenotipo mediante la induccion de
mutaciones en el operon de la histidina (Tabla IT), lo que
confierealosrevertanteslacapacidad de crecer en medios
minimos carentesdel aminoacido,comolesucedealasquese
encuentran en la situacion silvestre. Varios autores han
cuestionadolaeficaciadeestos sistemas, basando sus criticas
principalmenteenlagrandiferenciaevolutivaque existeentre
lasbacteriasylos mamiferos,loquedificultalaextrapolacion
deresultados paralaposibletomadedecisiones. Noobstante,
la inclusién de la fraccidén microsémica S9 del higado de
mamiferoaportalospaquetesenziméaticosqueestaninvolucrados
en el metabolismo y con ello se facilita el analisis de los
mutagenosindirectos, también conocidoscomo promutagenos.

e

deshidrogenasa

\

Cepa MutAciON MECANISMO MOLECULAR DE LA MUTACION OTRAS CARACTERISTICAS
LPS REP.ESC. FACTOR-R
TA100 | HisG46quecodificaparalaprimeraenzimade Sustituciondebases rfa uvrB +
labiosintesisdelahistidina
TA 98 His D3052 quecodificaparalahistidina Corrimientodelmensaje rfa uvrB +

J

Tabla Il. Cepas de Salmonella typhimurium mas comGnmente empleadas en el laboratorio para las pruebas de mutacién revertante producida

por aeroparticulas.
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CARACTERISTICAS DELAS CEPAS

Con el objeto de lograr que se introduzcan a la bacteria
moléculas grandes como los HAP45%% se han modificado
cepasdeSalmonellatyphimurium conlapresenciadelmarcador
rfaqueles confieregran permeabilidad adiversassubstancias,
porlapérdidadelipopolisacaridos dela pared celular (Tabla
IT). Ademas deesto, el empleo de diferentes cepas permite
establecersilas mutaciones seinducen por mecanismosde
sustitucién debases (TA100) opor corrimientodel marcode
lectura (TA98). Porlotanto, el interés de esta pruebaradica
en el hecho de conocer no s6lo si un agente quimico es
mutagénico, sinotambién el mecanismo molecular que esta
involucrado (TablaII).

Laexistenciadeunplasmido(factor R),quepuedeserevidenciada
porlaresistenciaal antibioticoampicilinaylapérdidadel gen
queintervieneenlareparacion porescision (rep.esc.) del dafio
inducidoporlaradiacion UV (TablaIl),lesaportaaestascepas
unaumentodesensibilidadamuchosmutagenos.

Espontaneamenteseproducenrevertantesalrededordeciertos
valores; porejemplo, enlaTA98 sonde 20 a 50 colonias por
cajayenlaTA100de120a200. Arribadeestosvalores se
consideralapresenciade mutagenos. ComolacepaTA98 fue
mas sensible, se decidio utilizarla en los siguientes
experimentos (Tablall).

INDUCCION DE MUTACIONES POR LOS EXTRACTOS

Serealizaron colectascada 6 diasentiempodesecas,del 22de
diciembrede 1989 al 19 de marzo de 1990, porla Comision
Metropolitanade PrevencionyControl delaContaminaciénen
cinco de sus estaciones: al Noreste Xalostoc, al Noroeste
Tlalnepantla, al Centro Merced, al Sureste Cerrodela Estrella
yalSuroeste Pedregal. En el Noreste, todoslosvaloresde PM10
rebasaron el limite permitido (LP) de 150 ug/m3ytambiénlos
dePSTde260 ug/m3 (Figuras5A), mientras que al Noroeste
fueron mas altos todos los de PM10 y algunos de PST no
excedieron el LP (Figura 5B). El analisis de los registros
obtenidos enlaregion Norte denotd que fueron claramente
mayoreslosdel Noreste, posiblemente debido al aporte del
material productodelaerosion delossuelosde cultivode esta
zona, que provoco cantidades elevadas de particulas. En el
Centrodela Ciudad,los datos de PM10yvarios de PST se
encontraron por arriba del LP (Figura 5C). En el Sureste,
nuevamente se presentd un incremento de PST y PM10
(FigurasD) quesuper6 el LP, siendotambiénlaerosion delos
suelos de cultivo una causaimportante. En el Suroeste, se
manifestélamenor contaminacion por particulasyenvarios
diasel LP de PSTyPM10 nofueronrebasados (Figura 5E).

Los extractos organicos secos, se resuspendieron en
dimetilsulféxidoylascepasbacterianasseexpusieronadiversas
concentraciones. Se hicieron registros de la frecuencia de
mutaciones3#yseanalizolaproporciénderevertantesinducidos
porlos extractos delas aeroparticulas entrela cantidad de
revertantes espontaneos, considerandose la existencia de

compuestos mutagénicos cuandolatasarebaséeldoble,osea
elnivel 2delas Figuras 6y 7; enellasseincluyeron resultados
sinyconactivacion metabdlicade mamiferos, respectivamente.
Engeneral,senot6lainducciénimportantede mutacionesen
latemporadadesecasyesevidentequelarespuestafue mayor
cuandoseinvolucr6laactivacion metabolica,lo quesignifica
queenlasaeroparticulashubomayorcantidad demutagenos
indirectos (comolos HAP) quedirectos34. Mediante el analisis
exploratorio (Figura 8) se obtuvieronlas medianasde PM10
paracadaestaciony, tantoconlafraccion Sg comosinella,las
maésaltasaparecieronenel Centrodela Ciudad de México, que
esunazonaconaltadensidad detraficovehiculars4.
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Figura 6. Tasa de reversion en TA98 (-S9) en parte de la estacion de
secas (1989-1990) en diversos sitios de la Zona Metropolitana de la
Ciudad de México.
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Figura 7. Tasa de reversion en TA98 (+59) en parte de la estacion de
secas (1989-1990) en diversos sitios de la Zona Metropolitana de la
Ciudad de México.

POTENCIAMUTAGENICA

Enlosestudiosde Villalobos-Pietrini et al.** sobrela potencia
mutagénica (revertantes porm3),se consider6lapendientede
laregresionlineal delarespuestamutagénica obtenida con
diversas concentracionesylacantidad deairefiltrado. Se
hicierontrestiposdemuestreos: de24 hcada 6 dias(septiembre
25aoctubre31),de24hdiariamente porunasemana (octubre
12a18)yde3henunintervalode24h (diciembre 18). Enlas
de24hdecada6dias(Figurag) hubomayorvariaciéon queen
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Figura 8. Analisis exploratorio de “cajas” y “bigotes” de los resultados
obtenidos en los sitios de muestreo.

Figura 10. Potencia mutagénica (revertantes por m?) en Salmonella con
y sin activacion metabdlica de los extractos de aeroparticulas de filtros
expuestos durante 24 h en 6 dfas seguidos.
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Figura 9. Potencia mutagénica (revertantes por m*) en Salmonella con y
sin activacion metabolica de los extractos de aeroparticulas de filtros
expuestos durante 24 h cada 6 dfas.

los colectadosdiariamente (Figura10). Enelmaterial obtenido
cada3h,sinactivacion metabolica,los picosfuerondelas 10
alas13,delas16alas18ydelas22alasoithcon19,18y17
revertantes/ms3 (Figura11)yel picomenorentre 04yo7hcon
6revertantes/ms3. Mientras que conactivacion metabolicala
mayor respuesta se logr6 entre las 19 ylas o1 h y fue de 21
revertantes/m3en promedio (Figura 11). Entres delasocho
muestras (19a04h), elresultado conactivacion metabolicafue
masaltoquesinella; en cuatro (07a19h)sucediéloopuesto
yenuncaso (04a07h)fueronsimilares (Figura11), mientras
losvaloresde 24 h sin Sg fueron en casitodoslos casos méas
elevadososimilaresalosde +S9 (Figuras9y10).

Al contrastarlas pendientes de todoslos tratamientos de 24 h
(incluyendolasobtenidasenlosmuestreoscontinuosdurante7
diasylosdecada6dias),enlosdosgruposformados: +S9y-So,
apesardeciertasdiferenciasocurridascon-S9, éstasnofueron
significativasap>0.01,aplicandolatdeStudentenambosgrupos®.

También sehizolacomparaciéon delaspotencias mutagénicas
originadas en 3y 24 h para los grupos con y sin Sg y las
diferenciasnoresultaronsignificativas®.

L Horas )

Figura 11. Potencia mutagénica (revertantes por m?) en Salmonella con
y sin activacién metabélica de los extractos de aeroparticulas de filtros
expuestos durante 3 h en un dia completo.

Larespuestamutagénicadel material colectadoenintervalosde
24 h enmascaro6 los efectos mas bajos y méas elevados que
ocurrieronduranteel dia. Asi, algunos puntosdelosmuestreos
deshrebasaronhaciaarribayhaciaabajolapotenciamutagénica
observadaenelregistrocontinuode24h®,loquecoincidié con
loshallazgos dePittsetal.”°y Virasetal.”*

En las colectas de 3 h, sin S9, las potencias mutagénicas
mostraronnivelesque disminuyeronhacialanoche, mientras
queconSgelvalormasbajofueal mediodia,aumentandohacia
lanoche paradespuésdecrecer (Figura11)°®. Estosugirio que
losmutagenosquerequierenactivacion metabolica, talescomo
elbenzo(a)pireno, pueden sertransformados en mutagenos
directosal reaccionar con oxidantes atmosféricos.

MUTAGENOS DIRECTOS E INDIRECTOS

Lamutagenicidad indirecta, se expresa cuando participael
metabolismomediantelafraccion Sgde mamiferosyhasido
correlacionadaconlapresenciade HAP57:607375, Losderivados
nitro, hidroxi, oxiysulfonadosdelos HAPhansidoinvolucrados
comoagentesqueactiiandemaneradirectay cuyagenotoxicidad
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es frecuentemente mayor que la de los compuestos
originales?97375-8¢ ademas se generan cuandolos HAP son
transformados parcialmente al reaccionar con oxidantes
atmosféricoscomoO,,NO,, peroxiacetil nitratoyradicales
libres, interviniendoprincipalmenteel agua,latemperaturayla
radiacionsolar7>82-83,

La respuesta mayor a mutagenos de accion indirecta
(promutagenos)quededirectaenla Ciudad deMéxicohasido
descritaporButleretal 84,al evaluarlosefectosdelosextractos
obtenidosen 1982 enel NorestedelaZonaMetropolitanadela
Ciudad de Méxicoy por Villalobos-Pietrini et al.34en cinco
areas de esa Zona entre 1989 y 1990, mientras que en el
muestreode1991%9,losmutagenosdeacciéondirectafueronlos
maéasabundantes (Figuras9,10y11). Estopuedeserdebidoa
queantesde1991losautomoviles noportaban convertidores
cataliticosyseutilizaba gasolina con plomo, que fuesustituida
porotrassinestemetal®s.

MUTAGENICIDAD EN OTRAS REGIONES
Alcompararlosresultados delos muestreosde24h conlos
obtenidos en otras regiones del mundo, se not6 que la
potenciamutagénica delasaeroparticulasrespirablesen el
Suroeste dela Ciudad de México fue menor quelarespuesta
enzonasindustriales o con elevada densidad vehicularse-88,
similar a una ciudad urbana®® y mayor que otras areas
industrialesynoindustriales®49°, a pesar de que existen datos
dequelosvaloresde PM10 enla Ciudad de Méxicoen 1992
fueron especialmentebajos®*.

PRUEBA DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICAS
(SMART) eN Drosophila melanogaster
Esteensayosehaconsiderado adecuado paraevaluarel dafio
genéticoysebasaen elusodeorganismosheterocigoticospara
mutacionesrecesivasen célulassomaticas, detal formaquela
carenciadel alelodominante, osealapérdidadeheterocigosis,
enalginmomentodel desarrollo, permitelaexpresiondel gen
recesivo, queaparecefenotipicamentecomounamanchasobre
lacuticuladel aladel adulto#.

Entrelasventajas que ofrecela pruebaestanlaobtencionde
resultadosenunasolageneracion demoscas,laposibilidadde
reconocer si la accion de los agentes quimicos ocurre en el
momentodel tratamientoobiensiel efectosucededespuésdel
mismo,yaqueeltamafiodelasmanchasobservadasdependedel
momentoenqueseinduceel clon,detalmodoquesiseorigina
tempranamentepresentaramayortamafioquesiseproducehacia
elfinal de éste. Lasmanchasenlas célulasdelasalas pueden
deberseamutacion, recombinacion odelecion (Figura12)48.

MARCADORES GENETICOS
Pararealizarestapruebaseemplearontreslineasprogenitoras:
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Figura 12. Eventos genéticos que pueden originar la aparicion de
manchas en SMART en células de Drosophila melanogaster.

Lamutacion mwh: “pelosmultiples” (Figura13A),seubicaen
unlocusdel cromosoma3gao.ounidadesdemapaysedistingue
fenotipicamenteporqueenlugardeuntricomaporcélula,como
seexpresaenlasalasdeladulto defenotiposilvestre (Figura
13B), se presentandedosacinco?z.

Lamutacionflr®/TM3, B&: fir3: “flama” (Figura13C), estaa39
unidades de mapa sobre el cromosoma 3, aparece
fenotipicamentecomotricomadeformairregulareneltorax,el
abdomenylasalas®>93, Debidoaqueencondicibonhomocigotica
esletal, paramantenerlalinea que lo porta se requiere un
balanceador,el TM3,Bd®, quetiene una inversion pericéntrica
que involucra a gran parte del cromosoma 3y contiene el
marcador “Serratia” (Bd®), que por ser dominante permite
reconoceralosindividuos quelallevan, yaque éstos muestran

Figura 13. Microfotograffas electrénicas de barrido de cuticulas de ala de
Drosophilamelanogasterque muestran los fenotipos de pelos. A. Mdltiples,
B. Normales y C. Flama (cortesfa del Instituto de Toxicologfa, Swiss
Federal Institute of Technology).
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fenotipicamentelasalas conbordesdiscontinuos. Serratia”es
una mutacion letal en condicién homocigética, quedando
entoncesen cadageneracion soloindividuos heterocigoticos,
tantoparafIr comopara Bd.

LiNEA DE BIOACTIVACION ELEVADA

ORR1yORR2:sonel primeroyel segundo cromosomas de
lalinea Oregon RR, que esresistente al insecticida DDTy
presentaactividad metabdlicaincrementada enreacciones
dependientes del complejo microsémico P-4509%; este
aumentoensucapacidad metabolicasedebeen gran parteal
gen RI,ubicadoenel cromosoma2a65.0 unidades demapa.
Enresumen, se sustituyeron los cromosomas1y2delas
lineasoriginalesmwh/mwhy flr/TM3,Bd®,porlosdelalinea
Oregon RR.

CRUZAMIENTOS
Parahacerel ensayo, serealizaronlas cruzassiguientes:

1. Estandar (E) conhembrasdelalineaflr3/TM3, Bd*ymachos
delalineanwh/mwh.

2.Bioactivacion elevada (BE) conhembrasdelalinea ORR;
fIr3/TM3, Bd®*ymachosdelalineamwh/mwh.

Conelfindecontar conindividuos con pocavariaciéonenla
edad, secolectaron huevosdurante 8henfrascosconunabase
solida de agar (5% p/v) cubierta con una capa de
aproximadamente5mmdeunapastaespesadelevaduraactiva,
enriquecida conazicar. Antesde colocaralosadultosparala
oviposicion, sedejo secarlasuperficie delapastatapandola
bocadelfrasco congasa. Paraobtenerlaslarvas, el frascose
lavo conaguacorrienteysefiltré conunacoladeradegasafina
de'nylon" paracapturaralosorganismos®;despuéssecolocaron
entuboshomeopaticos conteniendo 1.5 gde mediode cultivo
instantaneo y 5 ml de los extractos. Cuando los adultos
emergieron, sefijaronenalcohol al 70%yse montaronlasalas
enpreparacionespermanentes®’.

Seanalizaronlasalasenunmicroscopio dpticoconaumentode
400xyseregistraron los fenotipos como manchas de pelos
miltiples (mwh) o de pelos en forma de flama (fIr). Estas
puedenserchicas (conunaodoscélulas)ygrandes(contreso
mas)ysepresentan sencillas (mwh 6 fIr) ogemelas (mwhy fir
enzonasadyacentes).

ANALISIS ESTADISTICO

Serealizo mediantela prueba de X?de proporcionesconla
correccion de Yatesy con el programa de computo SMART,
versionde PCde WiirgleryFrei(comunicacion personal). Para
evaluarsiel resultado era positivo, positivo débil, negativo o
dudoso,seemple6 el procedimientosimplede Freiy Wiirglero®
paracompararlasfrecuenciasinducidasdelosgrupostratados
con las de los testigos, tanto bajo una hipotesis nula que
considerdquelasobservadasenlosgrupostestigoytratadosno
diferian,comoanteunahipotesisalternativaenquelafrecuencia
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inducidaenlostratadosfue “m”veces masaltaquelahallada
eneltestigo. Debidoalaaparicion espontdnea de manchas
pequeiias con unsolofenotipo, setrataron estadisticamente
porseparadolasdiversas clasesdemanchasobtenidas (chicas
sencillas, grandes sencillasy gemelas) y fue con base en esta
diferencia, que a cada tipo se le asigné un namero “m”
determinado,siendode2 paralasmanchas pequenassencillas
(porserlas mas comunes)yde 5 paralas manchas grandes
sencillasylas gemelas (que ocurren con menos frecuencia)?®.
Paracompararlosresultadosentrelosdistintostratamientos
de Drosophila melanogaster se calcul6 la frecuencia de
produccion de clones con pelos multiples (mwh) por 103
células, ajustando este valor con el del testigo; paraello se
dividiolacantidad de clones mwhentreladealasyentrelas
células que conformaron el drea que se analiz69” y que
correspondi6aproximadamentea24,400.

FRECUENCIA DEMANCHAS EN LAS ALAS DE DROSOPHILA

Elmaterial organicoadsorbidoalasaeroparticulasyextraido
conmetanolseevapordasequedadyenlugarderesuspenderlo
condimetilsulféxido, queestoxicopara Drosophila,sehizoen
etanol al 3% y para homogeneizar la muestra se emple6 el
detergente tween 80 al 3% en soluciéon acuosa a dos
concentraciones 2.44y9.76m3/ml, incorporandoseal alimento
delaslarvasde72hconunaduracionde 48 hdetratamiento.

Las PST y PM1o (Figura 14) fueron colectadas en dos
estaciones?®, Centro (Merced) y Suroeste (Pedregal) dela
Ciudad de México en dos dias, 277 de julio (270791) y 2 de
agosto (020891)de 1991. Lastasasde PM10/PST desitiosy
fechasde muestreo fueron entre 0.435y0.590. Losextractos
seaplicaron al alimento delaslarvas delas dos cruzas antes
mencionadas;losanalisis sebasaron principalmente en las
frecuenciasdemanchastotalesporala®®,yaqueenesteparametro
estan involucrados todos los datos detectables, aunque la
caracteristicademanchassencillaseslaqueaport el elemento
mayoralastotales. Envariosdelostratamientos de2.44 m3/ml
larespuestafue dudosa, mientras con9.76 m3/mlhubomejor
definicién enlarespuesta positivaonegativa%®.
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Figura 14. Concentracién de masa de aeroparticulas colectadas en los
filtros de los muestreos realizados en el Centro y el Suroeste de la Ciudad
de México (M, Merced; P, Pedregal).
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FORMACION DE CLONES

Alanalizarlafrecuenciadeformacion declones por105 células
paralacruzaE(Figurais)elordenderespuestade PM10yPST
fue®®M020891>P020891>M270791+P270791yconcordd
conlacantidad departiculas colectadas (Figura14). Entresde
loscuatropuntosestudiados*®lasPM1otuvieronmayoractividad
mutagénicaquelasPST. Estotambiénsucedioenlacruza BE%®,
cuyosvaloresde PM10 coincidieron con el comportamientode
lamasadeparticulas (Figura 16) ylosde PSTs6loenun caso
sedispararonmostrandopositividaddemanchassimplesgrandes
(Figura16),loqueindicolaprobableexistenciade compuestos
deacciondirecta, posiblemente derivados delos HAP, aun
cuandolainducciondeclonesfuemayorenlacruzaBEqueen
laE,loquesugirid quelacantidad de mutagenosindirectoso
promutagenosfuemasalta®s.
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Figura 15. Clones de pelos maltiples (mwh) x 10° células obtenidos al
exponer larvas de la cruza estandar (E) a la fracci6n organica de las
aeropartfculas (M, Merced; P, Pedregal).
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Figura 16. Clones de pelos maltiples (mwh) x 10° células obtenidos al
exponer larvas de la cruza de bioactivacién elevada (BE) a la fraccion
organica de las aeroparticulas (M, Merced; P, Pedregal).

CONCLUSIONES

Lapruebade AmesconSalmonellatyphimuriumhasidomuy
utilizadaen experimentosde mutagenicidad deaeroparticulas
ysuficientementevalidada. Actualmente seestan empleando
nuevossistemasySMART en Drosophilaesun ensayoenlos

eucariotoscuyasensibilidad hasidoposibledemostrarmediante
suusoen estetipodeanélisis, yaqueinvestigaciones comolas
descritasaquidebenrealizarse regularmente, puestoquelas
condiciones fisicas y quimicas dela complejay dinamica
atmosferaestan cambiando constantemente®, aun cuandolas
concentraciones promedio de particulashayan sidosimilares
enlosultimos anos enlaregion estudiada®. Los esfuerzos
para medir los niveles de contaminacién en la Ciudad de
Meéxicosonmuchos, porelloesimportantecontinuarevaluando
la calidad del aire por medio de ensayos genotoxicos para
complementar el efecto de tales acciones, en cuanto a la
posibletomadedecisiones.

Lanecesidad decomprenderel papel quejueganlos HAPysus
derivados, enlavariabilidad delos efectos obtenidosatravés
deltiempo, abre nuevas posibilidades de estudioy permiteel
establecimientodetécnicasdeextraccionyfraccionamientode
lasmezclas con disolventes mas selectivos que el metanol.
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