
COs C4” 
( 

oy 

= Universidad Nacional Auténoma 
Pp oe 

de México   
  

  

FACULTAD DE CIENCIAS 

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO 

  

INDUCCION DE MICRONUCLEOS EN ERITROCITOS 
DE SANGRE PERIFERICA POR LA FRACCION 
ORGANICA ASOCIADA A AEROPARTICULAS 

TESIS 
PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE 

MAESTRA EN CIENCIAS 
(BIOLOGIA) 
PRESENTA: 

MARIA TERESA! ABAD CAMACHO 

Este trabajo ge realiz6 bajo la direccidén del 

        
    Dr. Rafael Villalobos Pietrini 

del Centro de Ciencias de la Atmésfera, UNAM a 

CC 

MEXICO, D. F. 1998 cy 

TESIS CON A 
FALLA DE ORIGEN



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



INDICE 

Dedicatoria 

Agradecimientos 
Lista de abreviaturas 

RESUMEN 
] INTRODUCCION 
Il. OBJETIVOS 
IH. HIPOTESIS DE TRABAJO 
IV, MATERIAL Y METODOS 
Vv RESULTADOS 
VI. DISCUSION 
VII. CONCLUSIONES 
VII, REFERENCIAS 
IX. TABLAS Y FIGURAS 

ii 
iti 
iv 

10 
i 
17 
20 
28 
29 
36



Con todo mi amor 

A mis padres: 

Ethelvina q.p.d y Julién Camilo 
por traerme al convite de la vida 

A Jestis Antonio: 
compafiero del combate diario 

y del festin 

Para Christian, Arely y Mayte



Un agradecimiento especial a: 

Dr. Rafael Villalobos Pietrini 

director de esta tesis, por su apoyo, dedicacién y tiempo invertido 

en este trabajo. 

Dr. Luis Hernandez Alvarez 
por su hospitalidad y apoyo en el Bioterio de Biologia de la 

Reproduccion y Genética de la FMBUAP 

Dr. Carlos Escamilla 
Director del Bioterio Central Claude Bernard de la BUAP por el 
apoyo incondicional en la manutencion y sugerencias para mis 

ratones



AM 

CSGMT 

CGRUPE 

EPC 

EPCMN 

Gy 

G2 

HAP 

IMECA 

MN 

MO 

NC 

NCMN 

PM10 

PST 

RET 

RETMN 

SEDUE 

LISTA DE ABREVIATURAS 

Aceite de maiz 

(Collaborative study group for the micronucleus test) 

Grupo colaborador del estudio para la prueba de micromicleos 

Coordinacién General de Reordenacion Urbana y Proteccién 

Ecoldgica 

Eritrocitos policromaticos 

Eritrocitos policromaticos micronucleados 

Periodo presintético de la interfase mitotica 

Periodo postsintético de la interfase mitdtica 

Hidrocarburos aromaticos policiclicos 

Indice Mexicano de Contaminacién Atmosférica 

Micronucleos 

Médula ésea 

Normocitos 

Normocitos micronucleados 

Particulas menores de 10 micrémetros 

Particulas suspendidas totales 

Reticulocitos 

Reticulocitos micronucleados 

Periodo se sintesis de la interfase mitdtica. 

Secretaria de Desarrollo Urbano y Ecologia 

cry



Para nuestro trabajo son necesarias dos cosas: una de ellas es una 

persistencia infatigable; la otra, la habilidad para desechar algo en lo que 

hemos invertido muchos sudores y muchas ideas. 

Albert Einstein.



RESUMEN 

La difusion masiva y creciente de agentes quimicos al ambiente ha 

conducido al desarrollo de acciones tendientes a identificar y evaluar los 

efectos de esos contaminantes sobre el ecosistema: En México segtn la 

SEDUE (1986), las emisiones anuales de contaminantes son mayores de 16 

millones de toneladas, de Jas que el 35% tienen origen industrial y el 65% son 

de origen vehicular (SEDUE 1986) solo se han identificado del 30 al 40% del 

total de los compuestos organicos que estén asociados a las aeroparticulas, de 

manera que es importante realizar estudios de estos compuestos, considerando 

el riesgo toxicolégico completo que implica. 

Entre Jos contaminantes mas importantes de la Ciudad de México, se 

encuentran las aeroparticulas, a las que se asocian compuestos organicos como 

los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), que se forman por la 

combustion incompleta de energéticos fésiles. El propésito de este trabajo fue 

investigar y comparar la actividad genotoxica de los extractos del material 

orgamico asociado a las aeroparticulas suspendidas totales y aquellas con 

didmetro igual o menor a diez micrémetros, mediante la prueba de 

micronticleos (MN), ensayo i vivo, recomendado como estudio inicial en la 

biisqueda de dafio citogenético por su ventaja en la deteccién de agentes 

clastogénicos o venenos del huso acromatico y porque puede ofrecer 

informacion sobre citotoxicidad y mutagenicidad del agente ensayado con la 

preparacion simple y rapida de muestras.



Las particulas suspendidas en el aire se colectaron mediante filtros de 

fibra de vidrio expuestos al ambiente durante 24 h en muestradores (Andersen 

Samplers Inc.), de grandes volimenes para particulas suspendidas totales 

(PST) y particulas iguales o menores de 10 pm (PM10), calibrados a un flujo 

aproximado de 1.13 m’/min. Los filtros fueron mantenidos en condiciones 

estandar de 27° C y 35% de humedad relativa hasta que fueron pesados 24 h 

antes y 24 h después de la exposicion lo que permitid conocer el peso del 

material particulado capturado. 

Se colecté una masa de 100 g/m? de PM10 y 230 g/m? de PST en 24 

h encontrandose fenantreno, benzo(a)pireno, criseno y benzo(b)fluoranteno en 

la fraccion PM10 y tnicamente fluoreno y pireno en fa de PST 

Los extractos tanto de PMi0 como de PST produjeron elevacién 

significativa (p<0.05) de RETMN siendo PM10>PST. En cambio 

citotoxicamente, PM10<PST. Los resultados justifican el uso del sistema de 

micronicleos en reticulocitos de sangre periférica como sensor biolégico en 

los analisis de rutina para establecer criterios de toxicidad y genotoxicidad en 

mamiferos,



La prueba de microntcleos se realiz6 en el Departamento de 
Genética de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla



INTRODUCCION 

La difusion masiva y creciente de agentes quimicos al ambiente ha 

conducido al desarrollo de acciones tendientes a identificar y’ evaluar los 

efectos de esos contaminantes sobre el ambiente, la flora, la fauna y los seres 

humanos. 

Segin la Secretaria de Desarrollo Urbano y Ecologia (SEDUE 1986), 

las emisiones anuales de contaminantes son mayores de 16 millones de 

toneladas, de las cuales el 35% son de origen industrial y el 65% de origen 

vehicular. Los contaminantes del aire son gases y particulas, estas son mezclas 

complejas de carbono, dxidos, sales inorganicas y metales a los que se 

adsorben compuestos organicos como los hidrocarburos que son 

contaminantes importantes de las zonas urbanas de paises tanto desarrollados 

como en vias de desarrollo (Chamberlain 1983, SEDUE 1986). 

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) en la atmdsfera se 

encuentran en forma gaseosa y particulada (Saltzman ect al. 1985). Alganos 

autores han correlacionando la mutagenicidad de las aeroparticulas con los 

contaminantes del aire (Alink et al. 1983, Finlayson-Pitts y Pitts 1986), ya que 

el tamafio de los corptisculos permite determinar su estancia en el aire y su 

penetracién en el tracto respiratorio (Finlayson-Pitts y Pitts 1986). A las 

particulas con diametro aerodinamico menor de 10 ym se les conoce como la 

fraccion respirable (Breysse y Swift 1990). El 90% tienen didmetro menor a 5 

jum y de esas las de 1.5 am son capaces de penetrar mas facilmente hasta los 

aly éolos pulmonares (Bowes et al. 1990), a este polvo de material particulado 

se le ha asociado con el cancer de pulmén. Hughes et al. (1980) y Tokiwa et



al (1980) sugieren que las particulas con diametro de 0.03 em a 1.0 “m son 

especialmente peligrosas por su posible penetracion al pulmon humano y su 

dificil remoci6n, considerandose que las particulas con diametro menor a 2 5 

zon son las que presentan mas actividad mutagenica (Pitts et al. 1978, Hughes 

et al. 1980, van Houdt et al. 1987). 

La combustion, pirrélisis y pirrosintesis de materia organica origina los 

HAP a los que el humano esta expuesto mediante Ja respiracion, ingestion y 

contacto dérmico, asi se inhalan al fumar o simplemente al respirar aire 

contaminado o bien se ingieren con alimentos procesados. Muchos de estos 

HAP, son iniciadores y promotores de tumores e inductores de mutaciones 

tanto 1 vivo como 17 vitro (Talcott y Harger 1979). 

Numerosos procesos corrientes de la combustion en refinerias y en 

vehiculos que utilizan gasolina y diesel (energéticos fdsiles) producen en 

grado variable este tipo de contaminantes, En México el 65% de las emisiones 

anuales son de origen vehicular (SEDUE 1986). Solamente se han identificado 

del 30 al 40% del total de las fracciones organicas que estan asociadas a las 

acroparticulas, de manera que es importante realizar estudios sobre la porcién 

no identificada para conocer el riesgo toxicolégico completo que implica, ya 

que segtin van Houdt et al. (1987) la muestra compleja da una base mas real 

de fa actividad mutagénica que la prueba de sus componentes individuales, 

debido a que posiblemente exista sinergismo o antagonismo entre estos 

compuestos (Alink et al 1983). 

Por todo lo anterior es importante probar la mezcla compleja del aire de 

la Ciudad de México en diversos sistemas biolégicos para determinar el dafio 

que produce especialmente a nivel genético.



Una de las formas clasicas de estudiar este dafio, es mediante el analisis 

de aberraciones cromosémicas en metafases de las células tratadas tanto in 

vive como m vitro, con los agentes que se prueban; sin embargo, esto es 

laborioso y caro. Sin embargo surge como una alternativa al andlisis clasico de 

inetafases, la prueba de micromicleos, en eritrocitos policromaticos, la cual es 

rapida, sensible y econdémica. 

Los micromicleas (MN), se originan de la cromatina que no se fusiona 

con el nucleo principal y forma uno o varios nicleos pequefios. Esto, puede 

ocurir por los siguientes mecanismos: rompimiento cromosdmico, que se 

traduce en la formacién de fragmentos acéntricos, dafio del huso acromatico 6 

inactivacion del centromero que origina micronicleos de mayor tamafio.. 

(Schmid 1975, 1976, Heddle et al. 1991)( Fig. 1). 

La existencia de micronicleos ha sido reconocida desde hace muchos 

afios (cuerpos de Howell-Jolly); pues en 1937 Brenneke (citado por Heddle et 

al. 1983) los relacioné con dafio cromosémico en trabajos hechos con 

radiaciones. El primer intento serio para utilizar a los micronticleos como 

ensayo para medir el dafio citogenético, aparece descrito por Evans et al. en 

1959 (citado por Heddle 1988) y a partir de entonces ha sido aplicada esta 

técnica en diversos tejidos y tipos de organismos. 

En plantas se han utilizado los tejidos meristemdticos de la raiz de 

plantulas de Allium cepa, Allien sativum, Tradescantia y Vicia faba (Sharma 

y Sahur 1977, Linnainmaa et al. 1978, Gomez-Arroyo et al. 1985), para 

estudiar las alteraciones cromosdémicas especialmente por la ventaja que 

ofrecen estos organismos para ser empleados como sensores ambientales. 

En varias especies de mamiferos se han aplicado los analisis de 

micronicleos En humanos también se ha trabajado a este nivel en médula



ésea m vivo (Matter y Schmid 1971), sin embargo es dificil la obtencion de 

muestras; no obstante, se han encontrado eritrocitos micronucleados en 

pacientes tratados con diferentes medicamentos (Goetz et al. 1975, Krogh- 

Jensen 1977, Heddle et al 1978, Krogh-Jensen y Nyfors 1979, Sorensen y 

Krogh-Jensen 1981) y se han estudiado en cultivos celulares de linfocitos 

humanos después de la aplicacién de radiaciones X (Countryman y Heddle 

1976). 

Una de las ventajas de la prueba de microntcleos sobre el andlisis de los 

cromosomas metafasicos radica en que es 10 veces mas rapida y sencilla 

(Heddle 1973), también es posible realizarja tanto en la médula ésea como en 

sangre periférica y la cantidad de células para el registro es elevada y facil, 

alin para personas con poco adiestramiento en citogenética. Otro aspecto 

importante es que no se requiere de estimulacién externa para activar la 

division celular y obtener asi una gran poblacién (Schmid 1976). La 

frecuencia basal de células micronucleadas es baja y casi umforme (Heddle et 

al. 1983). 

Originalmente las observaciones de MN se hacian en toda la poblacién 

celular de Ja médula ésea, pero desde von Ledebur y Schmid (1973) se revisan 

solamente eritrocitos jévenes o policromaticos ya que la facilidad aumenta 

cuando se selecciona una poblacion celular de identificacién sencilla. 

Durante la generacién de los elementos mieloides, la célula madre o 

célula del reticulo puede originar tres lineas, a partir del megacariocito se 

producen las plaquetas, del promielocito, los granulocitos segmentados y del 

proeritroblasto maduran los eritrocitos. 

Un eritroblasto requiere de cuatro dias para llegar a la madurez. Los 

procesos principales que intervienen en su maduracién son la reduccién del



olumen, la condensacién de la cromatina nuclear y finalmente la pérdida del 

nucleo y de los organelos celulares con la adquisicion de la hemog{obina. 

La formacion del eritrocito es un proceso continuo que se ha dividido en 

varias etapas: proeritroblasto, eritroblasto basdfilo, eritroblasto policromatico 

y eritrocito maduro o normocito (Fig. 2) (Ham 1969), 

Aunque muchos aspectos de la biologia del eritroblasto policromatico 

(EPC) no han sido suficientemente estudiados se sabe que pierde su nucleo de 

8 a 12h después de ja altima mitosis del normoblasto (Salamone et al. 1980), 

sin embargo. no se conocen los mecanismos mediante los cuales esto se lleva 

a cabo, ni tampoco si todos los micronicleos escapan a la expulsion. 

Las células precursoras de los eritrocitos, los eritroblastos sintetizan la 

hemoglobina, para lo cual desarrollan una cantidad considerable de ribosomas; 

los eritroblastos se dividen tres veces y al hacerlo van perdiendo ribosomas, 

después de tantas divisiones estan tan divididos que ya no le imparten 

basofilia citoplasmatica a los eritrocitos. En condiciones normales solo 

algunos eritrocitos con suficiente basofilia son liberados a la circulacion, esto 

se observa con la tincién supravital del colorante azul brillante de cresilo, que 

reacciona con los ribosomas apareciendo como una red interna muy fina. Los 

eritrocitos inmaduros 0 reticulocitos cuando se tifien con colorantes del tipo 

Giemsa, presentan color gris azuloso que contrasta con los maduros que se 

tien de rosa-naranja. El reticulocito corresponde al eritrocito policromatico 

(EPC) cuya duracién es de un dia. Los reticulocitos jovenes muestran mas 

reticulo que los maduros y son ligeramente mas grandes que los normocitos 

(Ham 1969). Estas diferencias entre ambos tipos de eritrocitos se han 

empleado para distinguir a Jos eritrocitos policromaticos de los normocitos en 

el analisis de micronucleos (Schmid 1976).



Las sentajas que presenta la prueba de micromicleos en los eritrocitos 

policromaticos son las siguientes: son células muy abundantes y facilmente 

reconocibles, de reciente divisién celular y no poseen micleo. lo que facilita el 

andlisis 

No se sabe con seguridad cual es la cantidad de eritrocitos nuevos 

liberados hacia la circulacién, la mayoria pierde su material basofilo en la 

médula 6sea Cuando aumenta la produccion, el espacio de almacenamiento 

de la médula no lo hace en fa misma proporcion y se libera una cantidad 

mayor de eritrocitos en la sangre, estos EPC, contribuyen con el porcentaje 

mas elevado de reticulocitos, por eso su cuenta brinda informacion acerca del 

ritmo de generacién de globulos rojos y en forma indirecta de su destruccién 0 

pérdida (Ham 1969). 

Los micronticleos ya sean inducidos por venenos mitéticos o por 

rompimientos cromosémicos, tienen apariencia similar: redondos, de contorno 

bien definido, con diametro que va de 1/20 a 1/5 del eritrocito, una minoria 

semeja la forma de almendra 0 mango y los menos tienen aspecto de anillo. La 

mayoria de las células tienen sélo un MN, aunque en algunas hay 2 6 3. 

Segiin Schmid (1976), los agentes que acttan predominantemente 

durante la fase S del ciclo celular no producen MN en cantidad apreciable, ya 

que consideran que 30 horas es poco tiempo para completar parte de S, G2 

mitosis, expulsion del nucleo y maduracion del eritrocito, los MN aumentan 

cuando la accion se realiza sobre cromosomas en Gy 6 sobre el aparato 

mitotico. 

Por otra parte, aunque un micronicleo indica la ocurrencia de una 

aberracién cromosémica no es posible especificar de que tipo es, lo que 

6



representa una desventaja, Los micronticleos inducidos por venenos del huso 

son mas grandes que los generados por clastogenos ya que incluyen 

cromosomas completos y el tiempo de su produccién es acortado varias horas 

ya que se circunscribe a la mitosis 

La prueba de MN es evidencia de eventos que causan pérdida de 

cromatina, sin embargo, una célula al perder suficiente material genético es 

eliminada rapidamente Segiin Schmid (1976) los MN causados por 

tratamientos crénicos con un mutageno no se acumulan, pero Schlegel y 

MacGregor (1982), consideran que la frecuencia de micronticleos después de 

una exposicion prolongada a algunos mutagenos debe ser aditiva dado que los 

eritrocitos micronucleados permanecen en la circulacion periférica hasta por 

un mes 

En un estudio de Yamamoto y Kikuchi (1980) sobre el tamafio de los 

micronticleos generados por clastogenos 0 por venenos del huso, se indica que 

es posible identificar la forma de accion del agente inductor de micronticleos 

midiendo sobre fotografias los diametros del citoplasma y del micronticleo, de 

cada eritrocito micronucleado, notandose que los MN del grupo tratado con 

venenos mitdticos son mas grandes que los micromicleos causados por la 

exposicién a clastogenos y que la talla celular del primer grupo varia mas 

ampliamente. Los micronticleos liberados de fragmentos acéntricos causados 

por daiio cromosémico (Heddle y Carrano 1977), son considerablemente mas 

pequefios que los ocasionados por falla del aparato mitético y esa variacién de 

tamatio puede reflejar una divisién celular anormal en el eritroblasto 

precursor, 

En el raton, la expulsion del nticleo del eritroblasto ocurre 6 h después 

de la ultima mitosis y los siguientes estados del EPC estan en la médula ésea



durante 12 a 24 h, después aparecen en sangre pertférica por un tiempo similar 

en donde el EPC madura a eritrocito normocromatico (ENC). estos ultimos 

persisten en la sangre peniférica por 20 a 45 dias (Schlegel y MacGregor 

1982). 

Un periodo de 6 h 6 mas transcurre cuando el ciclo se retrasa, desde la 

exposici6n del raton a un mutageno y la observacién del daho como EPCMN 

en médula 6sea; veinticuatro horas después sera observado en sangre 

periférica (MacGregor et al. 1980). El nivel de produccion de EPCMN 

depende de la presencia del agente y de la lesién al DNA, asi no es posible 

predecir el tiempo preciso de maxima expresion para un compuesto especifico. 

En varias especies los EPCMN son removidos de Ja circulacion por el bazo, 

pero este no es e} caso para la mayoria de las lineas de raton (Schlegel y 

MacGregor 1982). 

A pesar de que gran parte de las investigaciones se han realizado en 

médula 6sea, Mavourin et al. (1990) incluyen recomendaciones pata el 

protocolo de esta prueba en sangre periférica como wna variacién del ensayo 

de médula dsea El estudio en sangre periférica es similar al de la médula sea 

excepto por el tiempo de recuperacién de las muestras que se hace 24 h mas 

tarde. Una enorme ventaja de la prueba de microniicleos en sangre periférica 

es que resulta mas econdémica ya que se pueden colectar varias veces muestras 

del mismo ratén hasta obtener el tiempo preciso en que aparece la maxima 

frecuencia de micronicleos,



OBJETIVO 

Se comparé la actividad genotoxica del material orgdnico asociado a 

particulas suspendidas totales (PST) en el aire, con aquellas de diametro igual 

o menor de diez micrometros (PM10), mediante la prueba de micromicleos en 

eritrocitos de sangre periférica de ratén.



HIPOTESIS DE TRABAJO 

1? 

Ho LOS EXTRACTOS ORGANICOS ASOCIADOS A LAS PMjg Y PST 

NO INDUCEN ELEVACION EN LA FRECUENCIA DE RETMN. 

2 

Ho. EL PORCENTAJE DE RET CON LOS EXTRACTOS ORGANICOS DE 

PM10 ES MENOR O IGUAL AL PORCENTAJE DE RET CON LOS DE 

PST 

PM10<PST 

3 

Ho: LA FRECUENCIA DE RETMN DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS 

DE PM10 ES MENOR O IGUAL A LA FRECUENCIA DE RETMN DE 

LOS DE PST 

PM10<PST 

10



MATERIAL Y METODOS 

Las particulas suspendidas en el aire se colectaron mediante filtros de 

fibra de vidrio expuestos al ambiente durante 24 h en muestradores (Andersen 

Samplers Inc.), de grandes volimenes para particulas suspendidas totales 

(PST) y particulas iguates o menores de 10 wm (PM10), calibrados a un flujo 

aproximado de 1.13 m/min. Los filtros se mantuvieron en condiciones 

estandar de 270 C y 35% de humedad relativa hasta que fueron pesados 24 h 

antes y 24 h después de la exposicion lo que permitié conocer el peso del 

material particulado capturado. 

El muestreo se realizé en la Merced, area del centro de la zona 

Metropolitana de la Ciudad de México (Fig.3); una de las estaciones que la 

Comisién Metopolitana para el Control y Prevencion de la Contaminacion 

Ambiental tiene para el monitoreo de la calidad del aire (Tabla 1) y que tuvo 

los niveles de contaminacién mas altos entre los meses de enero a agosto de 

1991 (CGRUPE 1991). 

Los filtros se trataron con 250 ml de metanol en un aparato Soxhlet, 

durante 6 h, segiin las técnicas descritas por Gordon (1974), Grosjean (1975), 

Cautreels y van Cauwenberghe (1976), Hill et al. (1977), Tokiwa et al.(1977) 

y de Raat, (1983), después se evaporé a sequedad total en bafio Maria y se 

Hevo a un volumen fijo de 1 ml con metanol, que permite extraer eficazmente 

los compuestos organicos (Jungers y Lewtas 1980). 

Una vez obtenido el extracto se dividid en alicuotas; para hacer el 

analisis cromatografico y la prueba de micronticleos en sangre periférica, asi



como para los ensayos de Ames y de Drosophila, que complementaron el 

estudio 

Analisis quimico: 

Para determinar la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos se 

examinaron las muestras por medio de cromatografia de gases de la siguiente 

manera. 

1 Se realizé 1a concentracién en bafio Maria a 70°C. 

2. Se inyectaron 2 ml al cromatégrafo (Perkin-Elmer 2000), con el separador 

cerrado durante 30 seg a temperatura programada, de acuerdo con el método 

de la EPA-610. 

Inicial Final 

Temperatura 80 310 

Tiempo (min) 2 

Velocidad de calentamiento 60 C min 

Temperatura del inyector 2300 C 

Temperatura del detector 3250C 

3. La cuantificacion de HAP y sus nitroderivados se hizo con la ayuda de un 

estandar externo que contenia los HAP a concentracién de 1-20 pg/ml (Tabla 

Il). 

Como eluyente se empleé metanol (grado cromatografico), como gas de 

arrastre hidrégeno y la columna fue de metil fenil silicona (50%). Se empled 

el detector de ionizacién de llama y de nitrogeno fésforo.



Para utilizar la muestra en la induccién de micronticleos (MN) en 

reticulocitos (RET), ésta se evaporé a sequedad total en bafio Maria y se le 

agregaron 0.3 ml de aceite de maiz, de aqui se tomaron 0.1 ml y se Hevaron a 

5 ml conteniendo el equivalente de 54.39 m? de aire, para buscar la 

concentracién de administracién adecuada. Se prepararon 2 frascos mas de 

igual forma. 

Para el experimento preliminar se usaron 16 ratones blancos de Ja linea 

CD-1, de 6 a 8 semanas de edad con pesos promedio de 26.9 g +1.93(DE) en 

las hembras y de 3085 g +2.41 (DE) en los machos, mantenidos en 

condiciones de bioterio estandar (temperatura constante, ambiente libre de 

patogenos, ciclos de iluminacién de 12 por 12 h, alimento purina Chow y agua 

purificada ad libitum). Se dividieron en dos grupos: los que recibieron la 

mezcla compleja y los testigos. El tratamiento fue agudo por via 

intraperitoneal en concentracion unica a las 0 h. La cantidad maxima aplicada 

tanto de mezcla compleja como de aceite de maiz (testigo negativo) fue de 

0.66 ml. 

Se administré la mezcla compleja de PM10 (Merced 02-08-91 clave 5), 

a concentracién de 7.5 m3, 15 m3, 30 m>, 60 m3, 120 m3 y 240 m? por 

kilogramo de peso ( Hayashi 1984), utilizando como vehiculo el aceite de 

maiz. 

En el experimento preliminar se emplearon dos ratones para cada 

concentracion, uno de cada sexo, (CSGMT 1988). Los testigos negativos solo 

recibieron el vehiculo. A los testigos positivos se les aplicd 60 mg/kg de peso 

de ciclofosfamida.



Para la toma de muestras se hizo un corte fino del extremo distal de la 

cola del ratén con tijeras iris \ se colocéd una gota pequefia de sangre periférica 

en cada portaobjetos realizando su extension con otro en posicidn de 450 

sobre e] primero. Se tomaron dos frotis de cada ratén de acuerdo con la 

técnica descrita por Schmid (1976), a las 24, 48 y 72 h, después del 

tratamiento para establecer el momento de maxima expresién de RETMN, 

segtin el reporte del CSGMT (1986,1988,1992). 

Los frotis se secaron al aire por 24 h y se fijaron en metanol absoluto 

por 5 min para después teffirlos segin la técnica de Gollapudi y Kamra (1978) 

con Giemsa al 5% en amortiguador fosfato pH 6.8. 

Mediante el objetivo de alto poder (100x), se leyeron las frecuencias de 

RETMN en 2000 RET de cada animal y las de normocitos micronucleados 

(NCMN) en 1000 normocitos (NC) Se determméd la relacion RET:NC de 

cada concentracién como indicador de la proliferacién 0 del retraso del ciclo 

celular contando el niimero de RET por cada 1000 NC. 

El andlisis estadistico para comparar la frecuencia de MN se bas6 en la 

prueba de Kastenbaum-Bowman (1970). 

En esta experiencia preliminar solo las concentraciones de 30 y 60 m, 

a las 24 h postratamiento elevaron les RETMN en forma significativa con un 

valor de p<0.05. Con esto como base se realizé fa prueba de MN con una 

cantidad mayor de animales y con las concentraciones siguientes: 

30 m/kg, 60 mike y 90 m3/kg de peso, de ja mezela compleja PM10 de la 

Merced (02-08-91) a 9 ratones CD-] (5 machos y 4 hembras por 

concentraci6n).



Se les administré un volumen de 10 ml/kg de peso de aceite de maiz a 

los testigos negativos (5 machos y 3 hembras) 

Se aplicaron dos testigos positivos, uno con estructura semejante a la de 

HAP contenidos en,el extracto: el benzo(a)pireno [B(a)P], a concentraciones 

de 100 mg/kg de peso a 5 machos y otro, la ciclofosfamida (CFM), como 

testigo positivo comunmente usado a concentracion de 60 mg/kg de peso a 3 

heinbras y 3 machos. 

El peso promedio de los machos fue 17.4 g = 2.9 (DE) y el de las 

hembras de 18 8 g+ 3.9 (DE) 

A las 24 h del tratamiento se tomaron dos frotis de cada animal para 

procesarlos y leerlos de acuerdo con la técnica descrita previamente. 

Para establecer la comparacion entre las mezclas complejas de PM10 y 

PST se utilizé la muestra No.? de LA MERCED (02-08-91) que se colectara 

al mismo tiempo que Ja anterior. 

Se utilizaron 10 ratones CD-1 (5 machos y 5 hembras por 

concentracién) de 6 a 8 semanas de edad, con pesos promedio en los machos 

de 29.9 2 + 3.4 (DE) y en Jas hembras de 24.4 g + 3.9 (DE) y se les aplicaron 

concentraciones de 30 mfkg, 60 m/kg, 90 m/kg de PST. Ademas se 

administro como testigo positive 100 mg/kg de B(a)P, a 4 machos y a 5 

hembras y 60 mg/kg de CFM a 3 machos y 4 hembras. 

Todas los tratamientos se administraron intraperitonealmente a la hora 0 

y a las 24 h postratamiento, se obtuvieron dos frotis de cada animal que se 

procesaron y analizaron con la técnica previamente descrita.
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RESULTADOS 

Estimacion de la masa de particulas por filtro: 

La masa de particulas colectadas en los muestreos realizados en La 

Merced, fueron 100 py/m? de PM10 y 230 ug/m? de PST que no rebasan los 

limites permitidos de 150 y 260 ug/m", respectivamente. 

Analisis quimico: 

Se comprobé la existencia de cuatro HAP en el analisis quimico de las 

mezelas extraidas de PMI1O: fenantreno, criseno, benzo(b)fluoranteno y 

benzo(a)pireno y solo dos HAP en PST: fluoreno y pireno (Tabla III), cuyas 

formulas estructurales se presentan en la figura 4. 

Efectos genotoxicos. 

Como se puede apreciar en la tabla IV y en la figura 5, el porcentaje de 

RET disminuye con el tiempo ya que en todas las concentraciones de mezcla 

compleja de PMI10 probadas, la cantidad de reticulocitos fue a las 

24h>48h>72h, excepto para de 7.5 m3 que a las 24 h tiene 6.4%, baja a 3.3% 

a las 48 hy se aprecia en 4.6% a las 72 h, algo semejante ocurre con el aceite 

de maiz que a las 24 h tiene 6.9% de RET, baja al 2.7% a las 48 h para 

aumeniar a 3.4% a las 72h. 

Se noté el mayor nimero de RETMN a las 24 h postratamiento con 

mezcla compleja de PM10 y de CFM en todas las concentraciones probadas 

(Fig. 6), no asi con el aceite de maiz que tuvo la frecuencia mayor de RETMN 

a las 48 h posteriores al tratamiento



Con concentraciones de 120 m3 y 240 m3 de mezcla compleja de PM10 

\ alas 24 h se encontrd un porcentaje de RETMN similar del 2.5 X 10°3. La 

mayor frecuencia registrada fue a los 30 m3 y 60 m3/kg de peso, con 4.3 X 

10°35 y 4.5 X 10-3; respectivamente. Con la CFM, hubo 5.3 X 10°3 de 

RETMN. Con el aceite de maiz, se manifesto una frecuencia de 1.5 X 1073 a 

las mismas 24 h. 

A las 48 h la mayor cantidad de RETMN fue para 60 m3/kg de peso con 

3X 1073, que es mayor que la reportada con concentracion de 240 m3/kg de 

peso y con aceite de maiz (AM), ambos de 2.3 X 103. Las frecuencias de 

RETMN en orden decreciente, fueron de 2 X 10-3 para 30 m3/kg de peso y 

1.5. X 1073 para 120 m3 y 7.5 m3/kg de peso, siendo la menor frecuencia para 

15 m3/kg de peso con 1.3 X 10°3 de RETMN y CFM con 1 X 1073. 

A las 72 h postratamiento con mezcla compleja PM10, la mayor 

frecuencia de RETMN fue para la CFM con 2.3 X 1073, después para el AM 

con 2 X 1073, y Inego 7.5 m3, 30 m3 y 120 m3/kg de peso, con 1.8 X 1073 de 

RETMN. La administracion de 15 m3 y 60 m3/kg de peso, did resultado de 

1X 10-3 y la concentracion de 240 m3/kg de 0.8 X 10-3, 

La cantidad total de RETMN en este experimento fue a las 

24>48h>72h, (tabla V, Fig. 7) con 75, 46 y 32, respectivamente. 

El mayor nimero de RETMN se encontré a las 24 h_ con 30 m3 y 60 

m3/kg de peso (Tabla V). Con base en estos datos solo resultaron 

significativos (p<0.05, segiin fa prueba de Kastenbaum-Bowman 1970) estos 

dos dltimos casos. Debido a que a Jas 24 h se encontrd el numero mas elevado



de RET se decidid repetir el tratamiento agudo con mayor cantidad de 

ammales y con concentraciones de 30 m3, 60 m3 y 90 m3/kg de peso de 

inezcla compleja de PM10 y de PST para establecer la comparacion entre 

ambas. 

Con Ja mezcla compleja de particulas iguales o menores de 10 um 

(PM10), en la tabla VI y en la Fig.8, aparece el porcentaje de reticulocitos de 

3.94, 3.37 v 2.46% a los 30, 60 y 90 m3/kg de peso, respectivamente (al 

aumentar la concentracion disminuyo la cantidad de estos). E! porcentaje de 

RET en los animales tratados con AM fue de 2.95%, 2.64% para los tratados 

con B(a)P, y de 1 83% para CFM. 

Con el extracto de PST (Fig. 9), el porcentaje de RET fue de 2.51%, 

1.57% y 2.15% a los 30, 60 y 90 m3/kg de peso respectivamente, siendo el 

menor valor con 60 m3/kg de peso, mientras que con AM fue de 3.45%, el 

B(a)P de 1.79% y los tratados con CFM de 2.41%. 

La frecuencia de RETMN para los tratados con la mezcla compleja de 

PM10 fue de 2.4, 4.1 y 2.6 en mil, para las concentraciones de 30, 60 y 90 m 

/kg de peso, respectivamente (Fig.9); para el B(a)P la frecuencia fue de 3 en 

mil y para la CFM de 4 en mil, y en los tratados con AM de 0.38 en mil. 

La frecuencia de RETMN encontrada con PST, fue de 2.5, 2.0 y 2.6 en 

mil, para 30, 60, y 90 m3/kg de peso respectivamente, encontrando en los 

testigos positivos 2.4 X 10-3 para el Bla)P y 6.4 X 10-3 para la CFM. El 

testizo negativo tuvo una frecuencia de 0.38 X 10°



DISCUSION 

PARTICULAS COLECTADAS 

La Cd. de México alberga Ja quinta parte de la poblacién total de la 

Republica y es una de las ciudades con mayor cantidad de emisiones 

contaminantes vertidas a la atmdsfera, ya que hay estimaciones de 14,000 

toneladas al dia; la industria contribuye con el 35% anual y el 65% es de 

ongen vehicular (SEDUE 1986, Legorreta 1991), 

Debido a su menor tamafio las PM10 suspendidas en el aire permanecen 

mayor tempo en fa atmdsfera, aproximadamente 100 h (Esmen y Corn 1971), 

son la fraccién respirable que alcanzan a los bronquios y a los bronquiolos, se 

depositan facilmente en los pulmones elimindandose con mayor dificultad y 

debido a esto pueden ser transportadas al torrente circulatorio a través de la 

membrana alveolar, favoreciendo la distribucién de estos compuestos a todo el 

organismo (Chrisp y Fisher 1990). Las particulas mds grandes (PST), se 

mantienen en las vias aéreas superiores de los individuos (fosas nasales, 

laringe y faringe), son la fraccién inhalable, se eliminan mas facilmente con 

mecanismos fisiolégicos propios como la remocién de la mucosa y el 

intercambio respiratorio (Breysse y Swift 1990), lo que en todo caso lleva a la 

ingestion del material contaminado. Estos compuestos pueden ser 

solubilizados yv absorbidos por el intestino y distribuirse a todo el organismo a 

través de la circulaci6n, llegando a otros organos susceptibles (Chrisp y Fisher 

1990). 
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La norma mexicana para PST es de 275 pe/m? en 24 h (Fuentes G 

1991) y en este trabajo se colectaron 230 jg/m’? y 100 g/m? de PST en 24 h 

de muestreo. Si para que surjan problemas criticos se requieren cifras 

superiores a 300 IMECAS 6 650 g/m? de PST, existen ciertos fendmenos 

que pueden contribuir a ésta, como la escasez de vientos o bien un periodo 

prolongado de inversion térmica que hace que las particulas contaminantes se 

estanquen a poca altura y representen un riesgo para la salud de los habitantes 

del Valle de México Si bien los efectos nocivos se manifiestan por una parte 

en la reduccién de la visibilidad, por otra, la gran variedad de compuestos 

toxicos entre los que se incluyen metales pesados, sustancias organicas 

sintéticas, hidrocarburos aromaticos, etc., tienen oportunidad de actuar de 

manera acumulada ) crénica manifestandose a largo plazo en la salud de los 

individuos expuestos (Alink et al. 1983, Manahan, 1984, Finlayson-Pitts y 

Pitts. 1986, Bravo et al. 1991, Quadri et al. 1992). 

ANALISIS QUIMICO 

En la fraccién respirable (PM10) se hallaron cuatro HAP: fenantreno, 

criseno, benzo(b)fluoranteno y benzo(a)pireno, que segtin una evaluacion 

automatizada de las estructuras quimicas mediante computadora, (Mersch- 

Sundermann 1992) tienen caracteristicas moleculares asaciadas con }1 

actividad genotdéxica y comprobada en el ensayo con “Escherichia col: PQ37. 

El] fenantreno produjo respuesta experimental positiva y probabilidad del 99% 

de ser genotoxico. El criseno, experimentalmente positivo con 97.9% de 

probabilidad genotoxica. El benzo(a)pireno, experimentalmente positivo con 
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99.9%9 de probabilidades genotdxicas. El fluoranteno sin la molécula benzo, 

fue un compuesto activo solo con 80% de probabilidades genotoxicas 

En Ja fraccién de PST se encontraron al fluoreno quien segim Mersch- 

Sundermann (1992) es inactivo con 12.4% de actividad genotdxica y el pireno 

también inactivo experimentalmente con 0.0% de actividad genotoxica 

Esto concuerda con lo observado en este trabajo ya que la fraccién 

PMIO resulté tener mayor actividad genotdxica que la fraccién PST y los 

mismos resultados se encuentran en dos estudios previos en cl sistema de 

AMES (Villalobos-Pietrini et al. 1995) y con fa cruza de broactivacién elevada 

de Drosophila melanogaster (Delgado-Rodriguez 1993) para las mismas 

muestras (Tabla VH). 

Las particulas identificadas en el aire urbano son una mezcla compleja 

de compuestos organicos, muchos de ellos provienen de la quema incompleta 

de materia organica y de combustibles fosiles (Crittenden y Long 1976, JARC 

1987), el metabolismo de esos compuestos puede liberar productos 

relativamente no t6xicos que son eliminados del organismo rapidamente Sin 

embargo, muchos de ellos pueden metabolizarse en sustancias mas reactivas 

capaces de interaccionar con macromoléculas celulares como el DNA, un 

ejemplo es el metabolismo del B(a)P, que produce pireno-7,8-diol 9,10- 

epoxido, que es el inicio de una secuencia de eventos que causan 

genotoxicidad y carcinogenicidad. Se ha demostrado que los extractos de aire 

urbano y de particulas del escape de Jos automdviles contienen HAP y pueden 

prosocar la induccién de la actividad de dos citocromos P450 en células 

cultivadas de hepatoma de rata y el aumento de uno de cllos: el citocromo 

P4SGI que incluye la presencia de dos genes CYPIA1 Y CYPIA2, que son 

inducibles con hidrocarburos aromaticos policiclicos E! incremento de la



expresion del gen CYPIAI ha estado implicado en el desarrollo de cancer 

(Mason 1994) y no todas las razas de ratones son sensibles a la induccion de 

estos (CSGMT 1988. 1992, Sato et al. 1987, 1990, Hatanaka et al.1992). 

EFECTOS GENOTOXICOS 

En la figura 5, se puede apreciar que con la concentracién de 7.5 m/kg 

de peso de PM10, a las 24 h existe reticulocitosis (6.4%), semejante a lo que 

ocurre con el AM (6 9%), ya que las erfras normales para nuestro laboratorio y 

el CSGMT (1992): son de 2 a 5%, . Esto tal vez se explicaria por el sangrado 

que normalmente se causa al tomar la muestra, el cual incrementa la 

produccion de reticulocitos. La baja produccién de estos a las 48 h podria ser 

el efecto de metabolizar la mezcla compleja 6 el AM. A las 72 h, se podria 

considerar una recuperacion, pero no ocurre con las dosis mayores de 7.5 

mkg probadas, ya que aparentemente conforme se metaboliza la mezcla 

aumenta la citotoxicidad. Simula y Priestly (1991) mencionan la importancia 

de distinguir el efecto citotéxico causado por diversos aceites del provocado 

por e] compuesto probado ya que la mayoria de ellos aumentan la cantidad de 

reticulocitos sin incrementar los microntcleos. 

Se encontré una diferencia significativa segim la prueba de 

Kastenbaum-Bowman (p<0.05), en Ja produccién de RETMN con respecto al 

vehiculo (Fig. 6), a las 24 h y con 30 y 60 m/kg de peso de PM10, que no se 

hallé con concentraciones mayores o menores a 48 6 a 72 h, lo que mostro la 

dificultad para estimar las concentraciones efectivas dentro del evento 
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buscado. La ausencia de micronticleos en concentraciones mayores 

posiblemente se debe al efecto citotoxico que no permite observar a las células 

daiiadas. La frecuencia basal de RETMN en este laboratorio es de 1.52 X10" 

en 56 000 células. Para determinar el tiempo optimo de muestreo se 

totalizaron los resultados segtin describe Hayashi et al. (1984), notando que 

las frecuencias de RET y RETMN disminuyen de manera directa con el 

tiempo, debido posiblemente a la accién citotoxica de !a mezcla (Fig. 7). 

Cuando se especificéd por concentraciones (Tabla V), se not6 que a los 30 y 60 

mvkg de peso y a las 24 h, las frecuencias de RETMN, son del orden del 

testigo positivo y significativos estadisticamente del testigo negativo (p<0.05), 

es decir son concentraciones genotdxicas que no [legan a ser citotéxicas. Con 

base en esto se decidid probar los extractos PM10 y PST con mayor cantidad 

de animales a concentraciones de 30, 60 y 90 m/kg de peso, a las 24 h, a 

pesar de que, segtin Mavourin et al. (1990) los RETMN aparecen por primera 

\ez en sangre periférica 24 h después que en médula dsea (MO). El datio 

inducido al final de la fase de sintesis 6 mas temprano se vera reflejado solo 

en los EPCMN en poco mas de 30 h (Schmid et al. 1976), las células que al 

principio del tratamiento ya pasaron la fase de sintesis y que fueron dafiadas 

en G2 o en la mitosis, son capaces de alcanzar el estado de NC en ese tiempo; 

sin embargo, la cuenta de NCMN difiere de la de EPCMN que se incrementa 

de manera proporcional a la concentracién empleada Cole et al. (1979), 

obtienen EPCMN con sustancias aneugénicas y clastogénicas después de 6 a 

10 h de postratamiento, respectivamente. Vanparys et al. (1992) mencionan 

que es mas probable que venenos de] huso y clastogenos o sus metabolitos 

reactivos puedan ser detectados en MO, 24 y 48 h después de la 

administracién. Los resultados de este trabajo plantean la posibilidad de que 
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los RETMN aparezcan al mismo tiempo en MO y en sangre periférica como 

lo sugieren Hayashi et al. (1990) y posiblemente el daiio celular acorta el ciclo 

o provoca la aparicion prematura los RETMN en Ia sangre periférica, por esta 

razon la cuenta reticulocitaria es una manera simple y directa de saber la tasa 

de produccién eritroide y las formas inmaduras en sangre periférica indican 

cifotoxicidad en MO, sangrado o bsen terapia adecuada para anemia (Williams 

et al 1972). 

Los NC persisten en la circulacién periférica alrededor de un mes 

(Mavourin et al. 1990) siendo su vida media de 20 a 45 dias (Schlegel y 

MacGregor 1982). Los RET permanecen por 24 h en sangre periférica antes 

de madurar. 

Los NCMN ademas de su utilidad para reconocer la presencia de 

artefactos, ayudan a desentrafiar el mecanismo de accién de las sustancias 

ensayadas, ya que el tiempo que transcurre de la fase de sintesis hasta el fin de 

Ja mitosis, la expulsién del niicleo y la maduracién del proeritroblasto a NC, 

excede ligeramente las 30 h. La incidencia de mas de un NCMN por mil RET, 

indica un efecto sobre las células que pasaron la fase de sintesis (Maier y 

Schmid 1976, Schmid 1976) (Fig. 2). La reduccién de RET a menos del 1% es 

indicadora de toxicidad excesiva en MO (von Ledebur y Schmid 1973, 

Mavourin et al. 19990). 

Los resultados dei tratamiento con PM10 y concentraciones de 30, 06 5 

90 m*/kg de peso se pueden apreciar en la tabla VI y figura 8, notandose un 

ligero aumento de RET en 30 y 60 m’vkg de peso, no asi en 90 m'/kg. de peso. 

La frecuencia de RETMN fue significativamente alta en las tres 

concentraciones probadas existiendo una mayor genotoxicidad con 60 m/kg 

de peso con PM10. 
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Con los extractos de PST, se produce mayor citotoxicidad a los 60 

mkg de peso ya que el valor normal es de 2.37 a 5.33 % en el laboratorio. La 

frecuencia de RETMN fue significatrvamente alta en las tres concentraciones. 

Es posible considerar que el material orgénico obtenido de PM10 y PST es 

genotoxico (p<0.05, segiin la prueba de Kastenbaum-Bowman) y que es mas 

evidente en la fraccion PM10 a los 60 m*/kg de peso. Asimismo, los extractos 

de PST son mas citotoxicos que los de PM10 sobre todo a los 60 mvkg de 

peso y ambas actiian de manera rapida acelerando la formacién de RETMN ya 

que a las 24 h se encontré la respuesta en sangre periférica y no a fas 48.6 72h 

como lo describen algunos autores (Schmid 1976, CSGMT 1992, Vanparys et 

al. 1992), (Figs. 8 y 9) 

La presencia de carcindgenos y mutagenos quimicos en el aire urbano 

difiere de acuerdo con el origen de jos contaminantes y varios de ellos se 

producen con la transformacién secundaria por las reacciones propias de su 

entorno (Atkinson y Arey 1994, Moller et al. 1994, Crutzen 1996). Los efectos 

mutagénicos es posible que se induzcan en distintos organismos incluyendo al 

ser humano expuesto y especialmente en los mds susceptibles. Es muy 

importante la identificacién de mutagenos ambientales y la determinacion de} 

riesgo de exposicién a las mezclas complejas mediante diversos sistemas ya 

que ¢s particularmente dificil detectar sustancias que causan toxicidad a largo 

plazo, Si bien los estudios epidemiolégicos son muy empleados para 

considerar el dafio, tienen baja potencia, ya que se requiere un incremento 

importante de ia incidencia 0 tasa de morbi-mortalidad para poder mostrar 

diferencias estadisticas, y alin asi se necesita de un aumento mayor para 

estimar la magnitud de tal efecto, Asi que en situaciones cn donde no hay una 

exposicién elevada o cuando los tiempos de latencia son demasiado largos (de



afios o décadas como en las leucemias) el riesgo a bajos niveles de exposicion 

se puede estimar mediante las pruebas de mutagenicidad y carcinogenicidad 

asi como a través de la prueba de micronucleos, atin cuando el problema se 

presenta al traducir las observaciones al riesgo en humanos. Para establecer el 

posible dafio mas que hacer una estimacion directa del riesgo en humanos a 

niveles bajos de exposicién, Gold et al. (1992) recomiendan la aplicacién de 

un indice. de exposicion humana/potencia en roedores, que es muy util para 

regular y generar el concepto de riesgo relativo (Méller et al. 1994, Tornqvist 

y Ehrenberg 1994).
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CONCLUSIONES 

Los ratones CD-{, responden positivamente a los extractos atmosféricos de 

PM10 y PST, elevando la frecuencia de RETMN 

. El extracto de PM10 generé MN 24 h después del tratamiento. 

_ Es probable que al metabolizar los componentes de PMI0 se produzcan 

también efectos citotoxicos a las 48 y 72h 

Los extractos de PM10 y PST se comportan como lo hacen los mutagenos 

indirectos probados ya que a las 24 h aparecen los efectos citotoxicos y 

genotoxicos 

. Los extractos PM10 son mas genotdxicos que los de PST. 

. Las PST son mas citotdéxicas que las PM10 

. Los extractos organicos de PM10 y PST son genotoxicos en la prueba de 

microntcleos de sangre periférica de ratén. 
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TABLA I. 

ESTACIONES DE LA COMISION METROPOLITANA PARA EL 

CONTROL Y PREVENCION DE LA CONTAMINACION AMBIENTAL 

(ANTES SEDUE Y SEDESOL) QUE FORMAN PARTE DE LA RED DE 

CALIDAD DEL AIRE EN LA ZONA METROPOLITANA DE LA CIUDAD 

DE MEXICO 

No. Estacion No. Estacion 

1, Lagunilla 14. Pedregal 

2. Vallejo 15. Cerro de Ja estrella 

3. Santa Ursula 16, Plateros 

4. Tacuba 17. Hangares 

5. ENEP Acatlan 18. UAM Iztapalapa 

6 Los Laureles 19, Aragon 

7. La Presa 20. Netzahualcoyot!l 

8. La Villa 21. Instituto Mexicano del Petrdleo 

9. San Agustin 22, Benito Judérez 

10 Azcapotzalco 23, Taxquefia 

11. Tlalnepantia 24. Insurgentes 

12. Xalostoc 25. Cuitlahuac 

13. Merced 
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TABLA II. 

HAP INCLUIDOS EN EL ESTANDAR EXTERNO DEL ANALISIS DE 

CROMATOGRAFIA DE GASES 

COMPUESO FORMULA PESO PUNTO DE 

MOLECULAR MOLECULAR EBULLICION (OC) 

ACENAFTENO C12H10 154 21 279 

FLUORENO C13H10 166 293 

FENANTRENO C14H10 178 338 4 

ANTRACENO C14H10 178 340 

FLUORANTENO C16H10 202 383.5 

PIRENO C16H10 202 393.5 

CRISENO CI8H12 228 44} 

BENZO (A) ANTRACENO CI8H12 228 437.5 

BENZO (B) FLUORANTENO C20H12 252 4812 

BENZO (K) FLUORNATENO C20H12 252 481 

BENZO (A) PIRENO C20H12 252 495.5 
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TABLA IIL. 

HAP ANALIZADOS EN MUESTRAS DE AIRE DE PM10 Y PST DELA 

ESTACION MERCED 

SITIO Y FECHA DE MUESTREO 

M020891 M020891 

COMPUESTO PM10 PST 

ACENAFTENO - - 

FLUORENO . + 

FENANTRENO + - 

ANTRACENO - - 

FLUORANTENO - - 

PIRENO - + 

CRISENO + - 

BENZO (A) ANTRACENO - - 

BENZO (B) FLUORANTENO + - 

BENZO (K) FLUORANTENO - - 

BENZO (A) PIRENO + - 

- no detectado, + detectado, M Merced 
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TABLA IV 

RESULTADOS DEL TRATAMIENTO PRELIMINAR CON PMI0 

  

CONCENTRA- TIEMPOS % RET % NCMN NO FRECUENCIA 

CIONES RETMN 

m/kg MUESTRA a a b X 10? 

Oml 24 69 0 050 6 15 
48 27 0.075 9 225 
2 34 0 100 8 20 

75 24 64 0 750 9 225 
48 33 0 6 Ls 
72 46 0.250 7 175 

15 24 50 0.075 i 275 
48 40 0.100 5 125 
72 3] 0 4 1 

307 24 39 0.225 17 425 
48 3.1 0.050 8 2 
72 26 0.075 7 175 

60* 24 41 0 200 18 45 
48 22 0 12 3 
72 15 0050 4 1 

120 24 33 0 10 25 
48 31 0 050 6 15 
a 17 0075 7 175 

240 24 38 0 120 10 25 
48 2.0 0.050 9 225 
72 19 0.025 3 08 

60 mefkg® 24 54 0175 21 5.25 
48 40 0075 4 ! 
72 39 0.050 9 225 
  

a= En 2000 células contadas por concentracién y tiempo, b= en 4000 células contadas por 
concentracion y tiempo * = significativa estadisticamente (p< 0.05), segun la prueba de 

Kastenbaum-Bowman [= ciclofosfamida 
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TABLA Y 

CANTIDAD DE RETMN* POSTRATAMIENTO. CON LA FRACCION 

ORGANICA EXTRAIDA DE PM10 

  

  

    

CONCENTRACION 24h 48h 72h Total 

m? /kg 
0 6 9 8 23 

75 9 6 7 22 

15 11 5 4 20 

30 17 8 7 32 

60 18 12 4 34 

120 10 6 7 23 

240 10 9 3 22 

Totales 75 46 32 153 

60mgO 21 4 9 34 
  

PORCENTAJE DE RET** POSTRATAMIENTO CON LA FRACCION 
ORGANICA EXTRAIDA DE PMI10 

  

  

CONCENTRACION 24h 48h 72h Total 
m/Kg 

0 6.9 27 34 13 

75 6.4 3.3 46 143 
15 5.0 40 31 121 

30 39 31 2.6 96 
60 41 22 15 78 
120 3.3 31 17 81 
240 38 2.0 1.95 78 

Total 26.5 17.7 155 597 

60 mg 54 40 39 13 3     
  

*4000 RETMN observados por concentracién, **RET en 1000 NC observados por 

concentracién, O ciclofosfamida 
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TABLA VI 

RESULTADOS OBTENIDOS CON LAS FRACCIONES ORGANICAS 
ASOCIADAS A PM10 Y PST 

  

  

  

PM10 

Concentracién Cantidad de % RET %NCMN RETMN 

mkkg Animales x10? 
0 8 2.95 0.05 0.4 
30 9 3.94 0.03 24 
60 9 3.37 0.02 4.1 
90 9 2.46 0.07 2.6 

100 mg/kg Q 5 2.64 0.02 3.0 
60 mg/kg a 6 1.83 0.11 4.0 

PST 

Concentracién Cantidad de % RET % NCMN RETMN 

mn’/kg Animales x10" 
0 8 3.45 0 04 
30 10 2.51 0.04 2.5 
60 10 1.57 002 2.0 
90 10 2.15 0.12 2.6 

100 mg/kg & 9 1.79 0 2.4 
60 mg/kg o 7 2.41 0.17 6.4 
  

& = Benzo(a)pireno 

o= Ciclofosfamida 
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TABLA VH 

RESPUESTA A LA FRACCION ORGANICA EXTRAIDA DE PM10 Y DE 
PST EN DIFERENTES SISTEMAS DE PRUEBA 

  

  

    
  

SISTEMA Concentracion RESPUESTA p= 
AMES 
S/IS9 679 m*ml MUTAGENICO < 0.05 
CIS9 Idem MUTAGENICO <0.01 

DROSOPHILA 
MELANOGASTER 

E 9.76 m*ml ACTIVO 
PST>PMI10 

BE idem. MUTAGENICO 

PM10>PST 
RATON 

30, 60,90 m’/kg = CITOTOXICO < 0.05 
PST>PM10 

30, 60, 90 m/kg ~MICRONUCLEOS < 0.05 
PM10>PST 

TABLA VIL 

FRECUENCIAS BASALES ENCONTRADAS EN EL LABORATORIO DE 
GENETICA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UAP 

FRECUENCIA BASAL DE RETICULOCITOS 3.85% + 1.48 
Relacion = 0.0385 (0.0533 - 0.0237) RET =2-5% 
RETMN (basal en 56,000 cels.)= 1.52 x10? RETMN =1.5% 

NCMN (basal en 28,000 cels.}=0.32 x10” NCMN= 0.3% 

FRECUENCIAS DESCRITAS POR CSGMT (1992) 
RETMN = 1.45 + 1.24 n=1179 
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Figura 1. Diversas vias de produccion de microntcleos



Cetin gen 

Célula del reticulo 

Hemocitoblasto _—_ 

—_————> Megacariocito Plaquetas 
SS Célula multipotencial 

Nr ronictocttes Granulocitos 

Segmentados 

Prog Ned 

Eritroblasto 6 
{ 
\ \ Normoblasto policromatico 

} . 
1 G, 

“5 
\ fas 7 

“ GC. 
\ 2 ‘; < 7 A 

*S < “ " *: \ NY - — Hyd 
\ \ “ - . 

\ ~ “7 Ly 

N a -— 
xX eo “ 

4 dias “7 a 
‘ 30h co \ 8 ht Normoblasto 

\ a v ortocromatico 

\ 24 
Vv 

Eritrocito « 

policromatico _ * 

      

   nh 20-45 dias Sangre periférica 

Ge) 
Figura 2. Esquema que ilustra la duracion de las células eritropoyéticas del 
raton ( Bruce 1979, * Salamone et al. 1980, + Schlegel y MacGregor 1982)



         vd € 

ts 
ACENTRO! 

Sercens    
v 

x 
“
N
O
 

\ \ 

Figura 3. Ubicacién de las estaciones de SEDESOL que conforman Ja red de 

calidad del aire en la zona metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM).
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Figura 4. Formulas estructurales de los HAP encontrados en las PST Y PM10 

a=fluoreno, b=pireno,c=fenantreno,d=benzo(a)pireno 

e=criseno, f=benzo(b)fluoranteno.
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