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RESUMEN 

Se sabe que los extractos de partículas aéreas orgánicas ambientales poseen actividad 

mutagénica. así mismo, existen evidencias epidemiológicas que sugieren un incremento en el 

riesgo de padecer cáncer pulmonar asociado a la exposición a este tipo de partículas. Se ha 

encontrado una relación entre la mutagcnicidad de extractos de partículas suspendidas y la 

concentración de sustancias contaminanrcs. En vista de lo anterior consideramos importante 

detcnninar la actividad mutagénica de extractos de partículas suspendidas en el aire que 

respiramos en nuestra ciudad, y, con fines comparativos, decidimos estudiar también extractos 

de partículas del aire de Ja Ciudad de Querélaro. 

Los extractos obtenidos fueron probados en el Ensayo de Ames, que es una de la.s 

pruchas más difundidas para la idemificación de mutaciones génicas. 

Comprobamos que existe actividad murngénica en los extractos probados. y que esta 

•clividad es mayor en Jos extractos de Ja Ciudad de México que en los de Ja ciudad de 

Qucré1aro. 

Con el uso de cepas de Salrnonclla typhimurium con actividad enzimática modificada1 

pudimos además dercnninar la panicipación de hidrocarburos aromá1icos policiclicos nitrados 

o nitroarcnos en la rnuragcnicidad total de los extractos. 
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INTRODUCCION 

El riesgo derivado de la exposición a contaminantes con actividad hiológica, producidos 

por el hombre. y la cada vez más alta concentración de éstos en las zonas urbanas. implican un 

problema que requiere de alención especial. 

El impacto negativo en la salud humana asociado a los componentes orgánicos 

suspendidos en el aire se debe cspccíficamcmc a materia orgánica (moléculas policíclicas e 

hidrocarburos halogenaJos) y peslicidas (213); wdos ellos prcsenlan problemas ecológicos 

especiales aunque se ha dado una mayor atención al escudio de moléculas orgánicas policfclicas. 

!Je ha dcmoMrado que algunas de estas 010Jéculas son potentes mutágcnos y carcinógenos tales 

como el hcnzo[a]pireno, brnz(a}antraceno, criscno, nuorcna, 2-metilfcnantreno, pirenus y 

niirmrcnos (5,30,70,214,215,216). Estas sustancias son subpruducws de la combus1ión 

incomplc1a de gasolina, dicsel, carbón, madera o cualquier otro combustible de origen orgánico 

o de las reacciones de dichos subproductos con catalizadores gaseosos presentes en aire 

comaminado. y son fácilmenie adsorbidas sobre pariículas suspendidas en el mnbicnic ( l, 70, 71). 

Las partículas respirables (de un diámelro :::; I O JL) son de especial imcrés ya que tienen 

una prolongada permanencia en ta atmósfüra y, por Jo tanto, un gran potencial para ser inhaladas 

(217) y deposiladas en el pulmón a nivel alveolar (218), donde permanecen un largo período de 

tiempo exponiendo a las células a las susrancias adsorbidas en ellas (218,219). Estudios 

epidemiológicos han demostrado que los sitios donde se deposiran las panículas en el pulm1lr1 



son también sitio.s favorables a la inducción de cáncer (221). 

L1 carcinogenicidad de la materia orgánica particulada para animales de laboratorio, se 

conoce desde hace cincuenia años (220, 222) y bahía sido atribuida a la presencia de benzo [aj 

pireno y otros hidrocarburos policiclicos aromáticos (54, 223 a 226) . Las investigaciones 

posteriores demostrnron que este efecto no podía ser atribuido a la conccntrnción reportada de 

dichas sustancias; de hecho, había un "exceso de carcinogcnicidad" debido a compuestos no 

identificados que inducían mutaciones por corrimiento de bases y no requerían activación 

metabólica (70, 79. 222). En estudios subsecuentes se identificaron a estas sustancias como 

hidrocarburos policiclicos aromáticos nitrados o nitroarenos (l. 2, 30, 67, 227). 

Se ha comprobado que los nitroarenos son responsables de un gran porcentaje de la 

mutagenicid"d total debida a materia orgánica particulada (30,33,50,53,67,70.79,227). 

Los nilroarcnos abundan en el ambiente debido a la facilidad con la que se fommn en 

sistemas de combustión o por las reacciones de sus productos c.:on óxidos de 11itrógcno (70). 

Estas moléculas han sido detectadas en extractos de una gran ctmtidad lk emisiones <le 

contaminantes y en atmósferas urbanas (l,2.3). Además, se sabe que son potentes mutágenos 

y carcinógenos. 

Las pruebas de 1aboratorio a corto plazo para la detección de la posible actividad 

mutagénica de mexclas complejas asociada con partículas suspendidas, han sido de gran utilidad 

en la investigación del riesgo de genotoxicidad ambiemal (2, 219). El hecho de que la mayor 



parte de los carcinógenos son también mutágenos (203, 228, 229), hacen de estas pruebas una 

valiosa herramienta para la evaluación de riesgo que implican mezclas complejas, como aire y 

agua contaminados. 

El ensayo de Ames con Salmonclla Tynhimurium constituye un método in \'jtro para la 

evaluación de mutágcnos confiable, rápido y económico, basado en un sitcma gem!tico bien 

definido (230). Además, existe una correlación entre la mutagcnicidad de la substancias en este 

sistema y su carcinogenicidad, de más del 80% (231,232). 

Este sistema bacteriano ha sido el ensayo de mutagenicidad más utilizado para la 

evaluación de mezclas ambientales complejas, tales como la caracterización de las principales 

fuentes de emisión de sustancias gcnotóxicas (233 a 240), la identificación de Jos constituyentes 

atmosféricos con actividad mutagénica (1), la e\aluación de pnclmetros meteorológicos y 

atmosféricos que influyen en la mutagenicidad (241 a 243} y el monitoreo de áreas industriales 

y rurales (244 a 246). Además este ensayo ha sido utiliwdo para correlacionar la mutagenicidad 

de materia orgánica particulada en la atmósfera urbana y el incrl!mcnto en las tasas de mortalidad 

por cáncer de pulmón (247,248). 

La utilización de las cepas de Salmonella typhimurium con actividad enzimática 

modificada, desarrolladas por Watanabe y col. (207 a 209), ha incrementado la sensibilidad de 

la prueba a mutágcnos específicos como son los nitroarcnos. 



En virtud de lo anterior. el ensayo de Ames junto con otros ensayos in..__W.m, han 

demostrado ser herramicnlas valiosas para establecer lineamientos en la evaluación de riesgo al 

humano (249), así como para el entendimiento de los mecanismos moleculares de la mutagéncsis 

y el cáncer (219). 



OBJETIVOS 

Este trabajo tiene como objetivo probar la aclividad mutagénica de extractos de panículas 

suspendidas en la atmósfera de zonas urbanas de nuestro país. específicamente de la Cd. de 

México y la Cd. de Querétaro, utilizando para ello el Ensayo de Ames para la evaluación de 

mutaciones génicas en Salmonella typhimurium. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Evaluar la participación de hidrocarburos policiclicos aromáticos nitrados o nitroarenos 

en la mutagcnicidad total de dichos extractos. 

Utilizar cepas de Salmonella typhimurium con protlucción elevada de las enzimas 

involucradas en la biutransformación de nitroarcnos a intt:nncdiarios capaces de interactuar con 

el ADN (mutagénicos). 



NITROARENOS 

Los hidrocarburos policíclicos aromáticos nitrados o nirroarenos son un grupo de 

compuestos formados por anillos aromáticos fusionados que conricnen uno o más grupos nitro 

unidos por un enlace covalenle a los átomos de carbono del ciclo. La nitraciün ~e lleva a cabo 

en diferentes posiciones de los hidrocarburos policíclicos aromáticos (HAPs). dependiendo del 

tipo de rca..:ciün que tenga lugar. 

ESTRUCTURAS DE llAPs Y SUS DERIVADOS NITRADOS 

llAP ESTRUCTURA DERIVADOS NITRADOS 

lnt.lcnu 5·nitroindcno 

:ro: . 
1':aftalcno 

• 1 

'rcY<Y' .~J, 

6·nitroimlcno 

l-ni1ronaf1alcno 
2·ni1ronaf1alcno 
2·mc1il-l-nitron:if1aleno 
l ·mcti1·2-r.itronafrnleno 
3-me1i1·2-niuonaftalcno 
nnhidrido 3-nilm-1,8-naftalénico 
1.3-dinilroaaflaleno 
l ,5-<lini1ron:if1alcno 
1.8-dinilronaflol 
2,3 ,5 -1rini1ronaflaleno 
l .J,6 18·1mani1ronaftalcno 



ESTRUCTURAS DE HAPs Y SUS DERI\' ADOS NITRADOS 

HAP ESTRUCTURA DERIVADOS NITRADOS 

Accnaflcno 3·nilroacenafleno 

Fluorcno 

' l :©C©: 
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Anmu:cno 

9 10 l 

:oo'©: . ' . 
Fenantrcno 

• 10 

7~2 
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5-niiroaccnaftcno 

2-nitrofluorcno 
2-am\no-7-~itrofluorcno 
2-acelamido-7 -nitrofl uorcno 
2-hidroxi-7 -nilrofluorcno 
2-meioxi-7-nitrofluorcno 
2-doro-7-nitrofluorcno 
3·nitro·9· fluorcnona 
2, 7-dinitroOuorcno 
2, 7-dinitro-9-fluorcnona 
2.4,1-trinitro-9-fluorcnona 
2 ,4 , 5, 7 -tct ranilro-9-fluorcnona 

2·nitroantrnccno 
9-nitroantrm:cno 
Q.niJroantraceno-trans-3,4-dihidrodiol 
9-nitroantraceno-irans- t ,1-dihidrodiol 
9-10-dínitroantracc:no 

2-nitrofenantrcno 
9-nitrofcnamrcno 



HAP 

Fluorantcno 

Criseno 

Piren o 

ESTRUCTURAS DE llAPs Y SUS DERIVADOS NITRADOS 

ESTRUCTURA 

.00', 
'~ 

' 

JO 

DERIVADOS NITRADOS 

1-nitroíluorantcno 
J·nilroíluoranieno 
7-ni1ronuoran1cno 
8-nilroíluoranicno 

2-nitrocriscno 
5-nilrocriscno 
6-nhrocriseno 

1-nitropircno 
1 -nitr.:isoplr_cno 
N ·hldrod-N-acclil· l -aminopircno 
10-hidn>xi-1-nitropireno 
8-hidro:<i--1-nitropircno 
6-h idroxi-1-nhropircno 
J·hldro:<i· l-nilropircno 
2-!lidror.i-I -ni1ropircno 
l-nitro-3-acetoxipireno 
l-n:tro-t1-acc1oxipireno 
l -nl1ru-8-acc1oxipireno 
2-nitropircno 
4-nilropireno 
1,3-dinilropireno 
1,6-dinitropircno 
l ,8·dini1ropircno 
l-amino-8-nitropireno 
1,3,6-uinitropircno 
l ,J,6,8-1e1rani1ropircno 



ESTRUCTURAS DE llAPs Y SUS DERIVADOS NITRADOS 

HAP ESTRUCTURA DERIVADOS NITRADOS 

Ocm:o!aJruuraccno 7-nitrubc1uofaJamraccno 

DenzofaJpircno 

Rcmo{e)pircno 

Dcnzo[k]íluoranteno 

11 

7 · ni1robcnzoj alantrnccno· lrans-3, 4-
d ihid rod iol 
7 -nilrobcnzo( aJ anrraccno-1 rans-8, 9-
d ihidrod iol 

1-nitrobcnzo(aJpircno 
1-nilro-7 ,8, 9, IO·letrahidrobcnzo(a]plreno 
J-nitrobenzu(aJpircno 
3-nitro · 7-8-9-10-!ctrahidrobenro( a !pi reno 
3-nitrobenzo¡ a J pire no· t rans · 7 ,8-d ih idrodiol 
3 · nirrobcnzo( a jpircno-uans-9, I 0-d ihidrod iol 
6 -nil robcnzof aJpi reno 
1-hidroxi -6-ni1robcnzof a Jpireno 
3-hidroxi-6-nilrobcnzo(a]pircno 
6-niiro-7 ,8-9, I0-1c1rah id robcnzo(a)pircno 
6· n i1ro-4 ,S-dihidrobcnzo( aJpircno 
6-nitro-7-hidro:ti-7 ,8, 9, I0-

1errahidrobcnw(a]rireno 

l-nitrolk:uzo(e)p1rcno 
J-nitrobenzo(cjpireno 

3-nitrohcnzolk)fluorantcno 



.HAP 

Perilcno 

Bcnzo 1 g,h. i ¡pcrilcno 

Coron:no 

ESTRUCTURAS DE HAPs Y SUS DERIVADOS NITRADOS 

ESTRUCTURA DERIVADOS NITRADOS 

3-nitropcrilcno 

4-nitrobcnzo(g,h,i)perileno 
7-nl1robenzofg,h,i)pcrilcno 

1-nilrocoroncno 

Los nitroarenos constituyi:n un grupo de sustancias de gran importancia ecoló.;ica debido 

a su amplio espectro de mutagenicidad y carcinogcnicidad y a su amplia distribución en el 

ambiente. (1 a 11). 

La fuente principal de los nitroarenos presentes en la atmósfera son los procesos de 

12 



cumbustión incompleta (3). Esto ha sido confinnado por la delccchlnde los mismos, en extractos 

de emisiones de motores de diese! y gasolina, emisiones de motor de twkín, aceite de motor 

usado, eflucmcs de gasolineras, partículas de ceniza, condensados de humo de cigarro, pollo 

asado, en emisiones que se originan de incineradores, calentadores de keroscno, sistemas de 

calcíacción doméstico, estufas de madera y recientemente en extraeros de partículas suspendidas 

en atmósferas urbanas (12 a 67). También pueden ser el resultado de fenómenos naturales como 

son los incendios forestales y las erupciones volcánicas, sin embargo esto no ha sido 

suficientemente documentado. ( 1) 

Con excepción de los fenómenos naturales mencionados, la presencia de nitroarenos en 

el ambiente parece ser el resultado de las actividades realizadas por el hombre. 

Dentro de los proce~oc; de cotnbustión incompleta, los nitroarenos parecen fom1ars.!' de 

dos maneras: 

• Pueden ser subproductos de las reacciones que tienen lugar en los procesos de 

combustión en presencia del nitrógeno atmosférico t-16} 

• Pueden ser producto de reacciones atmosféricas en1rc los hidrocarburos aromáticos 

policíclicos producto de los sistemas de combustión a alta temperatura (motores, procesos 

industriales, etc.), y catali1.ndores como el ozono, nitrato de peroxiacctilo, radicales 

libres, óxidos de nitrógeno y trazas de diversos ácidos presentes en atmósfCras 

contaminadas (68 a 72). 

13 



Se han propuesto dos mecanismos de reaccilln para la fonnación de nitroarcnos: 

• Sustitución clectrofílica aromática catalizada por ácidos (3) 

HA + IINO, H2NO/ + A 

H,No.1 • NO,' + H,O 

NO,' + ArH --· ArHNO,' 

ArHNo,· + A ArNO, + HA 

Donde: IIA: Cualquier i1cido 
Arll: Cualquier molécula cíclica aromática 

• Reacción de nilración por radicales libres (radical OH), emitidos duran1c Ja combustión 

(73,74) 

©•'OH-

-
- -H O 

--L.. 

14 



La distribución y cantidad de nilroarcnos fonnados parece ser función del proceso de 

i.:ombustión (temperatura y configuración), y de la naturaleza de los contaminantes presentes en 

la atmósfera, independientemente del tipo de combustible utilizado (46, 75). El proceso de 

combustión más estudiado a Ja fecha es el de motores a dicsel. en cuyas emisiones se han 

encontrado más de 60 moléculas diferentes de nitroarenos (20, 36, 44). Al inicio de la 

combustión, los compuestos que se producen en mayor grado presentan 1 o 2 anillos fusionados 

mientras que durante la combustión presentan 3 o 4 anillos (48). 

Más 1fo 102 tipos de nittoarenos se han detectado tamo en extractos de emisiones de 

dicscl, como en extractos de emisiones de otros sistemas de combustión, en cenizas y ain.! 

contaminado (45, 62, 64, 76). De este grupo, la sustancia más abundante es el 1-nitropireno, 

mientras que l~c; sustancias con mayor actividad mutagénica son Jos dinitropirenos (13, 20, 

30, 32, 34. 37, 77, 78); .dende éstos unos de 10~. r.:'Jlágcnos mas potentes qfü· se conocen. 

Debido al importante papel que juegan cn la mutagcniddad tot;il Ut: t:xtractos de partícul.:i~ 

ambientales y de emisiones contaminantes, ta mayor parte de los estudios realizados se refieren, 

paniculannente, a los nitropirenos. 

1-Nitropíreno 2-Nitropireno 

ESTRUCTURAS DE NlTROPIRENOS 

15 



NO o 

1102. &a: ~ o 
ºº 1102 
4-Nitropireno 

1,3-Dinitropireno 

·~ ºº 8& o 
H02 

1,8-Dinitropireno J ,6-Dinitropireno 

~ ·~ o 
N02 o o 1102 

N02 N02 

1,3,6-Trinitropireno 1,3,6,8-Tetranitropireno 

ESTRUCTURAS DE NITROPIRENOS 

La mutagenicidad de los nitroarenos en hacterias ha sido estudiada con detalle en el 

ensayo de Ames (con Salmonella typhimurium), aunque también existen estudios desarrollados 

en otros sistemas. L1 revisión de los resultados reportados h:i dado lugar a varias observaciones. 

16 



Con respecto a la relación estructura - ar.:1ividad de los nitroarcnos se ha definido que: 

• Lis sus1ancias bicíclicas inducen mutaciones de sustitución de bases (c.g nitmnaftalenos 

y nilroquinolinas), mientras que los nitroarcnos que tienen 3 o más anillos fusionados 

inducen principalmcnle, mutaciones de corrimiento de bases (c. g. nitropirenos y 

nilroíluorcnos) (3). 

o Algunos cnmpm::stos con polaridad intcnncdia como los dini1ropircnos y 

dinitrolluoranlcnos, muc.!aran una mutagcnicidad más alta que los no polares (79). 

• Apartmtcmcruc, hay un tamaño de molécula y configuración óptimas para máxima 

mutagenicidad: la actividad se incrcnV!nta a medida quc aumenta el número <le anillos 

IUsionados (de hi:iclo a tctraciclo), sin emhar~o las mo!:!cuias de cinco ciclos presentan 

una disminución abrupta de la mutagcnicidad (3). 

• La posición del o los grupos nitro dcnlro de Ja molécula juega un papel importante en 

la potencia murngénica del compuesto (3). 

• El incremento en el grado de nitración de la molécula es paralelo al incremento en la 

mutagenici<lad (3,79). 

Como se mencionó, algunos nitroarenos inducen mutaciones del tipo de sustitución de 

bases, pero la mayoría inducen mutaciones de corrimiento de hases. Estas no se lleh~n a la 

17 



simple intercalación de la molécula enlre los nudcótidos, como con la mayoría de este tipo de 

mlllágenos. sino a la fonnadón de aducws con el ADN (83), que se forman por h1 unhin 

covaleme Je una especie Cll.'clrnfilica a alguna de las hascs de la cadena. 

En el ensayo ÜL' Ames. los nitroarcnos no requieren de activación metabólica c:xógena 

por enzimas de mamítCro, es decir, no rcl¡uiercn de la adiciún de S9 (enzimas microsomalcs de 

hígado de ratón) para ser rnufitgénicos (1,3) y por ello pu~dc decirse que son "mutágenos 

directos". Sin cmh<trgo, a diferencia de In mayoría de los mutágcnos dircc1os, los nitroarcnos 

no son eh:crn'11ilns. de hecho, no son 1.:¡1paccs dc reaccil>nar dircctamcme con el ADN purilicado 

(81 a 83). Esto indica que los nirroarcnos no son las especies activ:1s y que. por lo tanto, 

rc4uh:rcn <.le activación metabólica para ser transformados a molécnlas capaces de fomlar 

aductns con el ADN. 

Esta activación metabólica la realiLan las enzimas haclcrianas: las tmclcri¡¡s como ~ 

typhimurium poseen una familia <.Je nitrorrc<.Jucrasas '(3 .84 a 87) que lransfonnan a los 

ni1roarcnos en los corrcspom.licntcs N- hitlroxiaminoarcnos (82,88 a 90), estas enzimas también 

están presentes en células de mamíferos. Los N-hitlro.'<iaminoarenos, sufren una conversión a 

iones arilnitrcnio. que son las especies muiagénir.amcnrc ~c1ivas (electrofflicas) (1). Para algunos 

nitroarenos. la conversión a N-hic.Jroxilaminas no es suficicnlc y requieren Jc una csti:ríflcación 

poslcrior catalizada por acc1il1ransferas;1~ haclcrianas, para 1cnc.:r activic.Jatl mutagénica (91 a 9-l). 

Frcc.Jerid: A. Deland (95) propont.: un mecanismo de la activación metabólica que se lleva 

18 



a caho para los nitropirenos y que podría aplicarsi: a Jos nilroarcnos en general: 

~º' 

J6t 
' 

- i 
n 

METAl!OLISMO DE NITROPIRENOS POR ENZIMAS BACTERIANAS 

Los nitropirenos (1) sufren una reducción si.:cuencial a nitrosopircno (ll) y N-

hiúroxiaminopireno (111). Con 1-nitropircno, el N-hi<.lroxiamino reacciona directamente con el 

I9 



ADN. mientras que (os me1abolitos análogos de Jos dinitropirenos requieren de una activacion 

pos1erior por acc1ilcocnzim;1 A: N-hidroxiarilamina 0-acclillransfcrasa. Esta activación puede 

ocurrir a través de la formación de ácido hidroxilamínico (IV) que se convierte en N-

acetoxiarilamina (V) por acción de la N .0-m.:etiltransfcrasa. Alternativamente la N-

acctoxiarilamina put:dc lümrnrsc por una 0-acctilaciún dirccra del N-hidroxiaminopireno. En 

todos los casos se ohtienc un intermediario arilnitrenio (VI), capaz de reaccionar dircctamt!ntc 

con el ADN. El mctaholito N-hidroxrnmino llI también puede ser reducido a aminopircno (VII) 

y acetilarse postcriomumrc a N-acctilaminopircno (VIII). 

La mutagenicidad de Jos nitroarcnos se debe a la fonnación de aductos y ésta depende 

de la capacidad del clectrófilo resultante de reaccionar con un sitio nucleoffiico adecuado en el 

ADN. Esto csrá limitado por factores tan10 esréricos como electrónicos (1). La idcntific;.tción de 

los aducros del ADN bacteriano (86,95 a 99), indica que el sitio preferencial para la formación 

de los mismos, es Ja guanina. que presenta diversos sitios nucleofílicos capaces de interactuar 

con el electrófilo. 

GUANJNA 
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Las energías de interacción de estos sitios indican que la nudcofilidad va en orden 

decreciente de N'>O'>C' (1,IOO). 

Las rea1.:dones en N7 no resultan en C\'cntos muwgénicos, por Jo que pueden ser 

dcscarllldas: las reacciones en O" s6lo suceden cuando el elcc1rólilu presema dos anillos o menos. 

y los impedimentos estéricos que presentan las moléculas de más de dos anillos obligan a que 

la reacción ocurra en C8 {l,100,101). Además, la energía de in1eracción del sitio nucleofílico 

se ve afcc1ada por el 1ipo de bases vecinas a la guanina, modificando el grado de reacción entre 

el nucleólilo y el electrófilo (e.g. sec"encias GC alternantes contra no alternantes) (1,100). 

También ~Xi!'tcn datos que sugieren que el C8 y el N6 de la adcnina pueden ser otros 

sitios de fonnación de aductos para los nitroarenos (l,IOl,102). 

El grado de mutagénesis se relaciona linealmente con el grado de fonnación de aduc1os 

en el C8 de Ja guanina, para el sistema de Ames de Salmonclla typhimurium (99, 103). 

El metabolismo de los nitroarcnos por células de mamífero se caracleriza por una serie 

de transformaciones metabólicas que incluyen ni1rom:ducción, oxidación del anillo, o una 

combinación de ambas, y esto depende del tipo de tejido utilizado y la especie del animal 

(l ,104). Se observa a simple vista que los patrones metabólicos son complejos y diversos. Esto 

se ve agravado por el hecho de que los productos de la oxidación anular se forman a partir de 

intenncdiarios epóxido, indicando la posibilidad de fonnación de aductos de otro tipo (105), 
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además de los aductos fonnados por los productos de la nitrorrcducción. 

El hígado de rata lleva a cabo la nitrorreducción, oxidación, acctilnción y conjugnci{)n 

del l·nitropircno y sus mctabolitos (2). Sin embargo se ha observado que la nitrorreducción a 

aminoarcno. vía la N-hidroxilamina clcctrofilica, es la vía principal de biotransformación, sólo 

si se conserva la anacrobiosis (1, 106). 

El metabolismo de los dinitropirenos por citosol hepático de rata, produce una mayor 

fonnación de aductos cuando existen acctilasas y acetilCoA, sugiriendo que, al igual que en 

Salmonel!a, se requiere de una csterificación posterior a la nitrorreducción para fonnar el 

intermediario N-acetoxiarilamina activo {93). 

Sin embargo, no deben generalizarse este tipo de patrones ya que hay evidencias de que 

las preparaciones celulares tienen patrones metabólicos únicos y distintos entre sí (1,107). 

En el caso de animales complt::1os, el metabolismo y biodisposición de los nitroarenos 

resultan muy complejos ya que están influidos por varios factores tales como la vía de 

administración y el estado fisiológico del animal (1). La naturaleza de la flora bacteriana, 

especialmente la anaerobia, es otro factor de gran importancia, debido a que juega un papel 

importante en la reducción de los nitroarenos (108 a 112), así como en la hidrólisis de O· 

glucurónidos a especies más activas (113). 
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T:unbién debe considerarse que los nitroarenos es1án presentes en las fases gaseosa y 

paniculmla de las emisiones contaminantes, y se encuentran en diferentes estados moleculares, 

lo cual influye en la distribución y retención tisular (114,115). 

Varios autores han obtenido datos del tipo de metaholitos que se obtienen tras la 

mhninistrnción de 1-nilropircno a ratas (116 a 124). Basándose en los datos obtenidos Ohnishi 

y cols .• propusieron una vía metabólica para el 1-nilropireno administrado por vía oral a ra1:1s 

nonnales y ratas libres de génnenes (3). 

La circulación en1erohepática es Ja vía más importanle para el merabolismo del 1-

nhropircno: éste se absorbe en el tracto gastrointestinal alto y es transferido vía Ja vena panal, 

al hígado, donde se hidroxila y se cm~uga. Los metabolitos se excretan a la bilis y son 

nitroreducidos y de.sco!ljugados en el tracto gastrointestinal bajo por acción de la flora intestinal. 

L1 mayor parte de los mctabolitos son reabsorbidos y trílnsferidos al hígado, donde son 

acctilados y conjugados. Estos últimos mctabolitos son excretados a orina y bilis. 

En la segunda vía, la nitrorrcducción del 1-nitropircno en el tracto gatrointcstinal bajo, 

es el primer paso de su.metabolismo. El 1-aminopireno resultante de esta reducción.- es acetilado 

y conjugado en el hígado. y posteriormente excretado a bilis y orina. 
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Linea cominua: rat;is normales 
Linea discontinua: ratas libres de gérmenes 

METABOLISMO DE 1-NITROPIRENO EN RATA 
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En resumen, la hidroxilación, conjugación y acetilación del 1-nitropircna y sus 

mctabolitos sucede en c1 hígado, mientras que la nítrorrcducción y desconjugación son 

responsabilidad de la nora inlestinal. Los principales mctaholi1os cnconlrados e identificados son 

1-aminopircno, l-amina-6-hidroxipireno y l-amino-8-hídroxipireno en ratas normales (116 a 

123) y 1-nitro-3-hidroxipircno, l-nilro-6-hidroxipircno, l-nitro-8-hidroxipircno en ratas libres 

de génncncs (124); esto confinna el papel de la nora bacteriana en la nitrorrcducción de los 

nitroarcnos. 

Como se dijo anterionncntc. los nitroarenos han sido probados en diferentes sistemas con 

la intención de determinar su potencial mutagénico, carcinogénico y tcratogénico, de modo que 

se pueda evaluar su nivel de riesgo para la salud humana. También en este caso, y por las 

razones antes expuestas, las sustancias más estudiadas son los nilropircnos. 

A continuación se expone un breve resuml!n de los resultados obtenidos en los estudios 

realizados con diversos sistemas, ya sean bacterianos, con líneas celulares o con animales 

complclos. 

Mutagenicidad en bacterias 

Ensayo de Ames.- L1 gran mayoría de los nitroarcnos que se conocen han sido probados en este 

ensayo con diversas cepas resultando, en tém1inos generales, positivos. En cslc ensayo los 

nitropirenos han resultado ser mutágenos muy potentes. Roscnkranz y col. elaboraron una 

recopilación de los datos oh1cnidos en el ensayo de Ames para diferemcs nitroarenos (1,3). 
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Ensayo en E coli WP2uvrA.- Este ensayo responde sobre todo a mutágcnos que inducen 

subs1itución de bases, por lo que la mayoría de los nitroarcnos probados dan un resultado 

negativo (5,125). Sin embargo al incrementarse la pcnncahilidad de la membrana e incorporar 

el plásmido pKMIOI a la cepa, pudo demostrnrsc la mutagcnicidad (126). 

Actividad genética en lcrndura 

La cepa utilizada es Saccharomvces cerevisiac.- Este ensayo mide la capacidad de la molécula 

para inducir conversiones milótic:is en el genoma. En condiciones de prueba estándar ninguna 

de !ns cepas respondió a los 11i1roarenos (127). Sin embargo se demostró que en condiciones de 

anacrobiosis existe actividad (128,129). Se atribuye esta actividad a la labilidad de las enzimas 

nitrorreductasJS al oxfgeno (130). 

Gcnolcxicidad en bacterias 

L1 gcnotoxicidad en bacterias se define como la inducción de profagos por una depresión de fa 

función "SOS" de reparación del ADN o Ja inhibición preferencial del crecimiento de bacterias 

dcficienlcs en el sistema de reparación del ADN (toxicidad preferencial). Pocos nilroarcnos han 

sido probados en estos sistemas pero en general han resultado gcno1óxicos. Los sistemas usados 

son: 

• Ensayo en E. coli GY5027 uvrU(lamhda) envA para la inducción de profagos (131 a 133). 

• Ensayo "rec" en E. coli cepas WP2 (silvestre) y WPlOO uvrA rccA para toxicidad 

preferencial (134 a 136). 

• Ensayo 'rcc" en Bacillus subtjlis cepas Hl7 (silvestre) y Nl45 recA para toxicidad 
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preferencial (79,137, 138). 

l\lutagenicldad en células de mamífero 

La mayoría de Jos nitroarcnos estudiados. ~on mutagénicos en células de mamífero y 

presentan un patrón de especificidad celular. que depende de la línea celular que se utilice y no 

de la especie de origen. Esto se debe a la diferencia en la capacidad metabólica de los diferentes 

tipos de células(!}. Se han utilizado células Je linfoma de ratón (114 .139 a 146), de ovario de 

hámstcr china (144, 147 a 152), de fibrablasta pulmonar de hámsrcr chino (153), V79 de 

h;imsrer china (154, 155) , de xcroderma pigmentoso humano (Jj6), de linfoblastos diploides 

humanos (157) y células HepG de hepatoma humano (1), con o sin activación metabólica 

exógcna . 

Gcnotoxicidad en células de mamífero 

Los nitraarcnos estudiados inducen síntesis na programada de ADN (1.13, 143, 144, 158, 

159). rompimiento de cadena sencilla y cntrccruzamii:ntos del /\DN (160); además, aberraciones 

cramasómicas (142, 161 a 165) e intercambio de cramátidas hemmnas (139, 140, 147, 150, 164 

a 167) en una gran \'aricdad de células en cultivo. Algunas de las líneas celulares utilizadas son: 

hcpatocitos de rata, ratón1 hámstcr y humano, células bronquiales humanas, células licia, células 

de ovario de ratón chino, linfocitos humanos. células de fibroblasto humano, entre otras. 
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Genoto•lcidad in vivo (con animal completo) 

Los nitroarenos prohados inducen inrcrcamhio de cromátilf;1s hcnnanas y producción de 

micronúcleos en hámsters y ratas después de m.Jministración intrnpcritoncal (167 a 169); también 

se ha encomrado 4uc causan darlo en el ADN pulmonar de ratón, después de administración 

intratrnqueai ( 1). 

Transformaciones oncogénicas 

Se dice que una suslanciil tiene propiedades transformantcs cuando al ponerla en contacto 

con células en cultivo, producen uno de Jos siguientes efectos: a) son CJIPllCC' de fOfMlr focos 

de colonias trnnsfonnadas morfológicamente; b) la< células expuestas son e&!"""C' de crecer en 

agar e inducen rumores al ser implantadas en ratón desnudo. Los nitroan:nos que han sido 

probados no muestran actividad transformante en células de rntón Balb3T3 (170); pero sí en 

células BllKZI de hámster (171), de fibroblasto normal de humano (172) y de embrión de 

hámster sirio (173). 

Carcinogenicidad en animales 

Se han realizado un gran número de estudios de carcinogéncsis a Jargo plazo utilizando 

ratas, ratones, hámstcrs, monos y perros en Jos que se ha obsen•Jdo inducción dt: tumores 

subcutancos, pulmonares, hepáticos, de vejiga, mamarios, ele. dependiendo de la vía de 

administración (6 a 11, 174 a !95). Son de panicular importancia los estudios realizados por 

Takayama y col. (187) y Moon y col. (8), que utilizaron la vía intratraqueal para la 

administración de nitroarcnos (esla vía asemeja a la exposición por inhalación) y ob1uvil.!ron 

carcinomas de pulmón. Estos resultados sugieren el posible aumenio en el riesgo de dcsa~rollar 
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cáncer pulmonar que se deriva de la exposición a estas sustancias por inhalación de aire 

contaminado. 
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ENSAYO DE AMES PARA LA EVALUACION DE 

MUTACIONES GENICAS EN Salmonella typhimurium. 

A) GENERALIDADES 

Una nm1ación se considera como una mrn.Jificación en la secuencia de las bases 

nitrogenadas que constituyen el material genético (ADN). Ll1s mutadones pueden resultar de la 

acción directa de los agentes químicos sobre el ma1crial genético o sobre otros componentes 

celulares funcionalmente ligados a él, ya sean los que participan en la división celular (ccntriolo 

y microtúbulos), las proteínas de la cromatina o las enzimas que contribuyen a la replicación o 

reparación del ADN (196). 

Los cambios provocados por los agentes quírnicos pueden ocurrir a nivel intragénico 

(unidades de infomrnciónJ o cromosómico. 

Ll1~ allcrncioncs inrragénh:as (en los genes) pueden producirse pClr sustitur.ión de bases 

o por desfasarnicnto (framcshift). La primera re.mica de una transición (reemplazo de una base 

por otra del mismo tipo) o de uua transvcrsión (sustitución de una hase por otra de tipo 

diferente). El dcsfasamitmto consiste en el corrimiemo de la secuencia nucleotidica por 

eliminación o adición de bases (197). 
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Las anomalías que se refieren a los cromosomas pueden deberse a rcarreglos estructurales 

tales como inversión o translocación, o a anomalías numéricas como eliminación o adquisición 

de genes. pedazos de cromosomas o cromosomas completos (197). 

Las mutaciones pueden ser vcnrajosas, neutras o tener manifcstadoncs patológicas entre 

las que se incluyen padecimientos congénitos y cáncer (198). 

En virtud de lo anterior, los experimentos con sistemas biológicos no humanos resullan 

valiosos para evaluar los efectos genéticos de los agentes químicos por su reproducibilidad, 

facilidad de realizoción, relativa economía y corta duración ( 199). 

B) ENSAYO DE AMES 

Una de las pruebas más difundidas para la cvaluadón de mutaciones gt!nicas es la 

desarrollada por el grupo del Dr. Bruce N. Ames en Ja Universidad de California, que.emplea 

como sistema biológico diversas cepas bac!erianas mutantes de Salmonclla typhirnurium (200). 

Las cepas mutanrcs (auxótrofas his·), a diferencia de las silvestres (protótrofas, his *), 

requieren histidina para su crecimiento debido a que presentan una mutación en el operón de la 

histidina. La prueba se basa en la capacidad del :1gcntc químico para actuar sobre dicho operón, 

revirtiendo el fenotipo, lo que permite a la cepa crecer en medios que carecen del aminoácido. 

o con cantidades limitantes de él (201). 
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Una de las ventajas de esta prueba es que permite conocer no tan solo si un agcmc es 

mutagénico. sino también el tipo de mecanismo a través del cual induce la mutación. Esto es 

debido a que las cepas de prucha se obtuvieron mediante la inducci(ln de mu1:1cioncs del tipo de 

sustitución de bases o desfasamiento de la secuencia nuclcotfdica, lo que implica que su 

reversión requiere de los mismos mecanismos, es decir sustitución de Ja base adecuada en el 

primer caso o eliminación de bases en el segundo para correr la secuencia y restablecer el código 

genético (202). 

El grupo del Dr. Ames (200) ha incrcmemado la sensibilidad del sistema mediante 

modificaciones adicionales: 

• Reparación deficiente del ADN. L1S cepas son deficientes en el sistema de reparación 

por escisi~n. como resultado de una deleción de la región uvrB del cromosmmt, Io que 

pennitc la detección de mutaciones que nonnalmentc serían reparadas por este sistema 

(200). 

• Alteración <le la pcnncabilidad. Las bu.c1crias pennilcn el acceso de mol;~culas de gran 

tamaño al in1erior de la célula, ya que presentan un defecto en Ja capa de polisacáridos 

de la pared celular (202). 

• Introducción de plásmida;.. Las cepas que contienen plásmidus de resistencia 

antibióticos (plásmido pKMIOI) rcsullan más sensibles a Jos mutágcnos (203. 210). 

• Biolrnnsfonnación de agentes químicos. En el mamífero existen sistemas enzimáticos que 

no están presentes en Salmonclla typhimurium y que son requeridos para la activación 

metabólica de ciertos mutágenos llamados indircclos. Esros sistemas enzimáticos p~edcn 
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adicionarse a la prueba agregando homogenados de órganos de mamífero (204). 

C) CEPAS DE PRUEBA MODIFICADAS 

La mayoría de los nitroarcnos son dependientes Je las enzimas 0-acetiltransferasa (acetil­

coenzimaA:N-hidroxiaril-amina 0-acetiltransfcrasa) y/o nitrorrcductasa para expresar su 

mutagenicidad. De hecho, se ha demostrado que las cepas de Salmonclla typhimurifiln deficientes 

en nitrorreductasa <TA98NR) o en acetil-cncnzimaA:N-hidrnxiariiamina 0-acctiltransferasa 

(TA98/l.8-DNP,) no son susceptibles a la accilin de este tipo de compuestos' (3,205,206). En 

hase a estos resultados se sugirió que ambas enzimas son reactivos limitantcs de la acción 

meiahólica sobre los Oitroarenos y GUC las cepas wtireproductoras de ellas pudieran ser muy 

sensibles a IJ acción de estos mutáeenos (207 a 2C9). 

\Vatanabc y col. desarrollaron dos nuevas cepas de Salmnnclla typhimuti.Ym. con actividad 

enzimática elevada: YG1021 y YGI024. 

YGI02J. Para construir esta cepa primero se clonó el gen que codifica para la nitrorrcduclasa 

"clásica" en el plásmido vector pBR322. El pl:bmido rcsullantc pYGll confiere 4503 más de 

actividad de nitrorreductasa "clásica" a la cepa que lo poscc (209). Posteriom11=n1c se subclonó 

la porción que contiene al gen de nitrorrcductasa "clásica" del plásmido pYGll al plásmido 

pBR322 modificado; con lo que se ohtum el pl;ismido pYG216. que se introdujo a la cepa TA98 

de Salmonella typhimurium. La cepa así obtenida se llamó YGl021 y posee un 62 % más de 
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ac1ividad de ni1rorreduc1asa "clásica'' que su predecesora TA98. La cepa resultó st:r entre 20 y 

70 \\:ce~ más sensible :1 la actividad mutagénica de 2-nilrofluoranlcno y 1-nilropircno. Sin 

embargo, la inlrmJucción del plásmido no afectó la scnsihilklad de la cepa al l ,8·dinitropircno 

ni a la 4-nitroquinolina-1-óxido. L1 cepa YG1021 también muestra un incremento tlt: 2 a 3 veces 

el número de revcrtantcs espontáneas y es resistente a la ampicilina y a la 1erraciclina (207}. 

YG 1024. Esta cepa se construy<l clonando el gen de acctil-cocnzimaA:N-hidroxiarilamina O­

acc1ihransfcrasa de la cepa TAl538 en el plásmido \'cctor pBR322. Las cepas que contienen este 

plásmido. pYGI22, presentan un incremento de 50 \'cces en ~u ac1ividad Je acetil-coc:nzimaA:N· 

hidroxiarilamina O~acetiltransfcrasa (209). Pustcriormr:nle se ~uhclonó la porción que contiene 

al gen de acelil·coenzimaA:N·hidroxiarilamina Oacetillransferasa al plásmido pBR322 

rnodincado. El plásrnido resultanrc pYG219 se urilizó para transfonnar a la cepa TA98 de 

Salmonella lyphimurium. L1 cepa a.si ob!enida se JIJmó YG 102-1 y tiene una ;icrividad de at.:ctil­

cocnzimaA:N-hidro:darilamina O·m.::ctilrrarufcrnsa 100 veces mayor a Ja normal. I!sra r.epa 

resultó ser 4 a 38 veces más sensible a la actividad mu1agénica de diversos nitmarcnos, ~in 

cmhargo no hubo aumcmo en la sensibilidad a 4-niiroquinolina-1-óxido. La introtlucci<'ln del 

plásmido pYG219 también dio como resultado un incremento de 1.5 a 3 veces en el número de 

revertantcs espontáneas. Esia cepa es resistente a ampicilina y h!lraciclina (208). 

Como se observa, ambas cepas fueron creadas a partir de la cepa TA98. Esto se debe 

a que ésta es una de las cepas más u1ilizadas en las pruebas de mulagenicidad con el ensayo de 

Ames y a que contiene el plásmido pKMlOl que es absolutamente necesario parJ la detección 
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de Ja mu1agcnicidad de los nilroarcnos (2J0,2J l) 

El plásmido pKMIOl confiere a las cepas que Jo contienen un aumento en Ja resis1encia 

de la cepa a Ja Irradiación UV y un incrememo en Ja susceptibilidad a mutagénesis por UV o 

sustancias químicas. Para que una sus1;incia sea mUlagénica debe si:r capaz de hacer 2 cosas: 

introducir una lesión premutagénica al ADN y al mismo tiempo encender el sistema que 

procesará Ja lesión del ADN de una forma ral que se produzca una mutación. El incrememo en 

la susceptibilidad a mu!ágenos que proporciona el PKMJOI se debe a que codifica para 

producros celulares análogos a Jos requeridos para inducir la "reparación propensa a error" y por 

h1 ramo aumema Ja capacidad de la célula para llevar a cabo eslc lipo de procesamiento de ADN 

dailado (Reparación SOS). (210) 

Waranabe y col (207,208). recomiendan el uso de estas cepas para los siguientes 

propósitos: 

l. Detección de nitroarenos nmtagénicos. 

2. Detección de metaboli1os mutagénicos derivados de nitroarenos y determinación de la vía 

probable por Ja cual estos mutágenos son activados. 

3. Identificación primaria de principios mutagénicos en mezclas complejns que son 

mutagénicas para Salmonclla tynhimuriurn. 

También recomiendan el uso de estas cepas en conjunto con las cepas de acrividad 

enzimática normal (TA98 o YGI020) y/o las cepas con actividad enzimática disminuida: 
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TA98NR. actividad de nitrorreductasa disminuida o TA98/l,8-DNP6. actividad de acetil· 

cocnzimaA:N·hidroxiarilamina 0-acctiltransforasa disminuida. Si la mezcla probada contiene 

nitroarcnos activables por alguna de las dos enzimas, habrá diferencias notables de 

mutagenicidad en los cuatro sistemas (208). 
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MATERIAL Y METODOS 

A) MUESTRAS 

Se contactó a Ja Dirección General de Prevención y Control Ambiental de Ja 

Subsecretaría de Ecología dC la Secretaría de Desarrollo Urbano y Ecología y al Centro de 

Es1udios Académicos sobre Contaminación Amhiental de la Universidad de Qucrélaro que 

amablemente nos proporcionarun porciones de Jos filtros de mucstrcadores utilizados en las 

dctenninacinncs de la calidad del aire. Debido a que la fonnación de nitroarcnos se incrementa 

con la presencia de óxidos de ni1rógeno (70), solici1amos que los filtros proporcionados fueran 

de fechas en que las concentraciones amhicnlales de NO! fueran las más altas y las m:is hajas 

para el año de 1990. Las características de los filtros se dcmllan en el siguiente cuadro: 

Clave Filtro Fecha Peso(¡;) Medida (cm) Ciudad Eslación 

Bt Jul 13-14 13-07·90 0.8372 l0.2. 11.0 Qucrérnro Bellas Artes 
0.8338 I0.3 X 11.1 

Bl Jul J/-18 1707-90 0.7652 t0.5' 10.6 Qucr~laro Dcl!as Ancii 

83 !:.:125-26 25-07·90 0.7652 IO.O X :O.<i Qucr~taro fJcllas Artes 
0.7999 10.2 x 11.0 

84 Ene 13·14 13-01·90 O.R72J !0.2 x 11.0 Qucréiaro Dellas Ancs 

85 Ene 17-18 17-0l·'IO 0.88:?3 !0.2 X ) J.2 QuerC1aro Dellas Anes 
0.7568 JOA x 11.2 

XI 6684-19 08-09·90 0.70IJ! 10.7 X 10.2 Mfaico Xalosl<lc 
0.6946 9.9 .'( I0.6 

Xl 6698·33 l-1-07-IJO 0.4007 6.3 x IO.! ~te.deo Xakts1oc 
U.3913 6.0' 10.0 

XJ 6712-47 20-70·90 0.6334 8.8. J0.3 México Xalostoc 
0.6315 R.6 X 10.2 
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Cla\'c Filtro Fecha Peso (g) Medida (cm) Ciudad Estación 

X4 6726-61 26-07-90 0.7785 9.9 X I0.3 México XaloslOQt 
0.7803 9 8 ·' to.4 

X5 6740-075 Ul-08-90 0.7385 9.8 X 10.5 México Xalostoc 
0.8250 10.I ·' l!J.5 

MI 5555 09-01·90 0.7287 IO.I .1, IU.3 México La Merced 
0.7972 10.1 '10.3 

M2 5589 15-01-90 U.6495 9.4 X 10.2 \.11!.1,icu La Merced 
0.7193 9.0' 10.3 

M3 l635 21-01·90 0.7065 9.7"' 10.2 Mé,;ico La Merced 
0.8190 9.8' 10.1 

Los filtros u1ilizados son de acetato de celulosa. L1 velocidad de flujo de aire en los 

muestrcadores de la Cd. de México, D.F. es de entre 20 y 30 pies'/min. L1 velocidad de Oujo 

en los mueslreadores de la Cd. de Querélaro es de 35 pies'imin. En ambas ciudades el tiempo 

de muestreo fue de 24 horas. 

Se realiza la extracción con el fin de obtener las substancias adsorbidas sobre las 

part!culas depositadas en los filtros. 

Se corta el filtro en pequcfias porciones y se pone a remojar en 150 mi. de cloruro de 

metileno durante 30 min .. Se filtra a través de papel \Vhatman Nº 3 y se J¡¡va el reSiduo con 25 

mi. adicionales del solvente. El lihrado se evapora a sequedad en un Rotavapor a 40ºC y se 

resuspcnde el residuo en 3 mi. de dimc1ilsulfóxido (DMSO). Los exlrJCios oblenidos se colocan 

en viales de vidrio con tapón de rosca manteniéndolos a -70~C hasta el momento de su amílisis 

(212). 
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B) ENSAYO DE AMES PARA EVALUACION DE LA MUTAGENICIDAD 
(201) 

Medios y Soluciones 

L-histldina O.SmM - Biotina O.SmM 

Disolver 0.0077 g de histidina mas 0.0122 g de hiotina en 100 mi. de agua destilada,. Guardar 

a 4ºC en la obscuridad. 

L-hlstldlna O. lM - Blotina O.SmM 

Disolver 1.5516 g de histidina mas 0.0122 g de biotina en 100 mi. de agua destilada. Esterilizar 

en autoclave y guardar a 4 ºC en la obscuridad. 

Solución de Sales Voguel-Bonner 

En 600 mi de agua destilada se disuelven: 

Sulfato de Magnesio heptahidratado 

Aeido Cítrico monohidratado 

Fosfato de Potasio monobásico anhidro 

Fosfato de Sodio Amonio tetrahidratado 

10 g. 

100 g. 

500 g. 

175 g. 

Se filtra la solución y se agrega agua destilada suficiente para completar 1000 mi. Se añade 1 

mi. de cloroformo y se almacena a temperatura ambiente. 
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Solución de Cristal Violeta 

Se disuelven 10 mg. de crisral violera en 10 mi. de •gua destilada. Se almacena a 4ºC. 

Solución de Amplclllna 

Se disuelven 0.25 g.de ampicilina en 10 mi. de una solución 0.02 N de hidróxido de sodio. Se 

almacena a 4 ºC. 

Solución de Tctraciclina 

Se disuelven 0.0625 g. de retraciclina en IO mi. de una solución 0.02 N de ácido clorhldrico. 

Se almacena a 4 ºC y protegido de la luz. 

Agar de Superficie 

Componentes: Bactoagar 0.6 g. 

Cloruro de Sodio 0.5 g. 

Agua destilada 100 mi. 

Sol. Histidina 0.SmM - Biorina 0.5mM l O mi. 

Se pesan con exactitud los ingredientes, se agrega el agua destilada y se añade Ja solución 

de histidina 0.5 mM - biolina O.SmM. Se es1eriliza en autoclave y se distribuye en rubos con 

tapón de rosca estériles a razón de 2.5 ml. por tubo. 

40 



Medio Mínimo E de Voguel-Bonner 

Componentes: Bacto agar 

Dextrosa 

Solucilin de Sales Voguel-Bonner 

7.5 g. 

iO g. 

iO mi. 

En un malraz de 1000 mi. se coloca el baclo agar y se añaden 300 mi. de agua. En un 

mairaz de 250 mi. se disuelve la dexlrosa en 100 mi. de agua deslilada. En 01ro mairaz de 250 

mi. se mezcla la solución de sales Voguel-Bonncr con 100 mi. de agua. Los tres matraces se 

esterilizan en autoclave a 121 ºC por 20 min. Sr.: n:úncn las soluciones en el matraz de l lt., se 

mezcla perfeclameme y se dislribuye en cajas de pelri es1ériles de 15 x 100 (aproximadamenle 

30 mi. por caja). 

Medio Mínimo E Voguet-Bonner complementado con histidina 

Agregar 0.1 mi. de una solucilin esléril de hislidina 0.1 M - biolina 0.5 mM .. a la 

superficie del medio mínimo y distribuirlo unifonncmcntc con la ayuda de un triángulo de vidrio 

estéril hasta que esté seco. 

Ohter.dón y mantenimiento de las ceoas de nrudrn 

Las cepas utilizacias fueron proporcionadas rl\1r el Dr. Takchiko Nohmi: Division of 

Mutagencsis, Biological Safcty Rcscarch Ccnter, National Institute ol' Hygicnic Scienccs, 

Kamiyoga, Selagaya-ku, Tokyo 158, Japan. 
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CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS DE PRUEBA UTILIZADAS 

CEPA ACTIVIDAD DE ACTIVIDAD DE RESPUESTA A 
NR OAT NITROARENOS 

TA98NR Reducida Nonnal Baja 

YGI020 Normal Nonnal Nonnal 

YGI021 Elevada Nonnal Elevada a motÍo-nitroarenos 
YG1024 ·Nonnal Elevada Elevada a poli-nitroarenos 

Las cepas obtenidas vienen sembradas en agar blando dentro de frascos de vidrio con tapa 

de rosca. Lo antes posible se toma una asada del cultivo se siembra en S mi. de caldo nutritivo 

estéril y se incuba durante 16 hs. a 37ºC con agitación. Los cultivos asi obtenidos se someten 

a las pruebas que se describirán más adelante para verificar la presencia de marcadores genéticos 

y evaluar la frecuencia reversión espontánea. 

Se preparan tos Cultivos de Reserva culocando 0.8ml. de la suspensión bacteriana mas 

0.07 mi do DimetilsulfóxiJo (DMSO) y se congelan rápidamente s~bre hielo seco para 

mantenerlos después a -"/OºC. 

Par,, evitar congelar y Jc~i.:nngclar los Cultivos de Reserva r.c preparan cajas de petri con 

medio mínimo complementado con histidina en las que se siembra por estría una asada del 

cultivo y que podrán guardarse a 4 ºC hasta por 1 o 2 meses. Es de estas cajas de donde se 

obtendrán los cultivos a u1ilizar en el protocolo de mutagénesis; se toma una colonia que se 

siembra en 5 mi. de caldo nutrith·o al que se añaden 5 1LI. de cada una Je las soluciones de 

ampicilina (para todas las cepas) y tetraciclina (para las cepas YG1020, YG1021, YG1024) y 
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se incuban por 16 hs. a 37ºC con agitación. 

Para obtener nuevos cultivos para las cajas de petri de reserva se recomienda tomar de 

los Cullivos de Reserva a -70'C y no de las cajas que se van a desechar ya que puede haber 

pérdida de los marcadores uvrB y plásmidos. 

Verificación de la presencia de los marcadores genéticos y determinación de la rrecuenria 

de renrsión espontánra 

Requerimiento de Hislidina 

Sembrar por medio de estrías el cultivo de 16 hs. (que se utiliza para las cajas de reserva) 

sobre cajas que contienen medio mfnimo de Vogucl-Bonncr. Hacer lo mismo sobre medio 

mínimo complementado con un exceso de histidina. Solamente debe haber crecimiento en las 

cajas complementadas con histídina. 

Sensibilidad al cristal violeta 

Esta prueba se utiliza para verificar la presencia del marcador "ría" (modificación de la 

pared celular). En una caja de medio mínimo complcmemado con histidina se traza una línea con 

Ja solución de cristal violeta y se deja secar completamente. Se torna una azada del cultivo y se 

traza una linea perpendicular a la del cristal violeta. Se incuba a 37ºC por 24 hs. Una zona clara 

de inhibición sobre la línea del colorante indica la presencia del marcador. 

43 



Presencia de Jos plásmidos de resistencia a antibióticos (pKM IOIJ 

Para csla prucha se u1ilit.nn dos cajas de medio mínimo complcmeni<u.Jo c1m his1idina, una 

p<1ra ampicilina y otra para lclradclina. Se prucc<.k de igual manera qu.: r.:n el pu11111 ;1111crrnr. 

sustituyendo el crhial violcla por el aruihiótico. Las cepas que contienen el plásmido no dchcn 

mostrar inhihicilin del crecimiento. 

Sensibilidad a la luz ultravioleta 

En una caja de pc[ri con medio mínimo complemcmada con histidina colocar por medio 

de csrria lmi cultivos que se van a probar. Irradiar Ja caja destapada con una J(unpara germicida 

de luz ultravioleta de 15 W a una disiaucia de 33-35 cm. por 8 segundos. Incubar 24 hs. a 

37ºC. Si las cepas contienen el marcador uvrB no deben crecer. 

Frecuencia de reversión espontánea 

Colocar 0.1 mi. del cultivo en un tubo de ensayo ron lapón de rosca que conliene 2.5 

mi. de agar de superficie a 45ªC, agilar con ayuda de un vórti:x. y vaciar el contenido sobre 

medio mínimo de Voguel-Bonncr. dis.1ríbuyt!ndolo unifonnemerue. Dejar solidificar e incubar 

a 37ªC por el ricmpo requerido para cada cepa. Esla prucb;1 se hace por triplicado. 

Una vez 1ranscurrido el tiempo de: incubación se cuentan las colonias de rcvertantes 

espontáneas que rcsullcn y se comprucha Ja presencia de una densn capa de pequeñas colonias 

{con ayuda de un microscopio llt: disección) que rcsulrnn como consecuencia de las trazas de 

histidina presentes en el agar de superficie. Esta capa de colonias tiende a desaparecer cuando 



el compuesto que se prueha es tóxico. 

Prueba de lllfuslón en Agar 

Esta prueba tiene como objeto la detenninación a grosso modo de la probable actividad 

mutngénica y fa toxicidad del extracto, a fin de definir el rango de volumen que se u1ilizará en 

el Protocolo de Mutagenicidad del Ensayo de Ames, asf como la sensibilidnd de las cepos a las 

muestras. 

A un tubo que contiene 2.5 mi. de agar de superficie a 45ºC se añaden 100 µl. de un 

cultivo de 16 horas de la cepa de prueba. El contenido se agita con ayuda de un vórtex y se 

vierte sobre una caja que contiene medio mínimo de Voguel-Bonner. Se espera a que solidifique 

y, con unas pinzas estériles se coloca en el centro de la placa, un disco de papel fihro estéril de 

aproximadamente 0.5 cm de diámetro. Se toman 10 µl. del extracto con una micropipeta y se 

depositan cuidadosamente sobre el disco. Las placas se incuban invenidas a 37ºC durante 72 

horas. Cada uno de los extractos debe probarse con las 4 cepas de prueba, YG1020, YG1021, 

YG1024, 1A98NR. 

L1 actividad mutagéni:a se denota por un crecimicmo de colonias revc11: .. .'1lcs cercano al 

disco y que disminuye en fomia radial. En caso de que el extracto sea tóxico se observará un 

halo de inhibición del crecimiento alrededor del disco. 

Protocolo de mutagénesis 

A 2.5 mi. de agar de superficie prccalentado a 45ºC. se le añaden rápidamente los 
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componente~ según 1:1 tabla 1 en el orden especificado. La mezcla se agita con ayuda de un 

vórtt:X y se c.Jistribuyc sobre medio mínimo de Vogucl-Donner, de manera que quede una capa 

unitiinnc. Las cajas se c.Jcjan solit.liticar a temperatura ambiente y St! incuban invertidas a 37°C 

por 72 hs. Cada punto se hace por triplicado. 

11 Caja Cepa (100 l'll üMS0(¡1J) Problema fµI) Conirol ftill 
1 TA98NR 15 

YGtOlO 15 
J YGI021 75 
4 YGI024 75 
5 T"9BNR IO 
6 TA98NR 25 
7 TA98NR so 
8 TA9BNR 75 
9 YGI020 10 
10 YGt020 25 
11 YGI020 50 
12 YGl020 75 
IJ YGI021 IO 
14 YGI021 25 
15 YGI021 50 
16 YGIO:?l 75 
17 YGI024 IO 
18 YGJ024 25 
19 YGI024 50 
20 YGI024 75 
21 TA9BNR 2U 4~QOº 
22 YGIOlO 20 4NQO 
2J YGI021 20 4NQO 
24 YGIOl4 20 4NQO 
:?5 TA9BNR 30 INPºº 
26 YGI020 JO INP 
27 YGJ021 JO INP 
28 YGIOL4 30 INP 

No1a: Los rcsuh:u.Jos obtenidos en los puntos 1,.?,3 y 4 con 75 µI de DMSO 1cprcsc111an los d;1tos de 
rcwrsión cspomilnca de la cepa. 

Conrrol Positivo, solucion dt! 4-nilroquinolina-1-o¡¡ido a una c11nccntración de 30 µglml. 

•• Control Posilivo, 1-niirop!rcno a una concentración de 1 µglml. 
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Interorctación de resultados 

Un resultado positivo se define como un aumento al doble de Ja polcncia mutagénica con 

rcspcclo a la del blanco de extracción (exlracción realizada a un fillro no expuesto en los 

mues1rcadorcs), y que cs1c aumcnlo cslé en función de la concentración del compueslo. 

La mucagenicidad de un compueslo puede manifestarse a concentraciones por debajo de 

su nivel 1óxico o muy cercanas a él. El crecimiento de fondo bac1eriano que aparece 

nmmalmenic en las cajas debido a las 1razas de hislidina presentes en el agar de superficie, 

tiende a desaparecer en caso de que la mueslra resulte tóxica. Para detenninar Si la ausencia de 

colonias revertantes se debe" a un resultado negativo o a 1:1 presencia de toxicidad, se recomienda 

observar las cajas con un microscopio estereoscópico; si la muestra es tóxica, habrá una 

diferencia notable en el fondo bacteriano de las cajas control y las caja~ con muestrn.. 

47 



RESULTADOS Y DISCUSION 

Se empleó la prueba de difusi1\n en agar para probar las 13 muestras obtenidas con la 

cxtraccidn de los filtros. utilizando un voluml!n de 10 µl. Je ~x1rnc10. El amilisis de csws 

resultados es visual. por lo que se prcscnlan en fotografía (Figura l). Se observe' que todas las 

c.-:pas rcspond~n a los extractos af volumen empicado, por lo que se definió que el rango de 

volumcncs que se utilizaría en el protocolo de mutagéncsis (ensayo de Ames}, tendría como 

mínimo JO µl. y sería de JO, 25, 50 y 75 µl., y que Jos datos de reversión espontánea se 

obtendrían utilizando el volumen tic solvente equivalente al máximo volumen de muestra 

utilizado (75 µI de DMSO). 

Las mismas 13 muestras se probaron con el cr.:;ayo de Ames ani.cs descrito, siguit::ndo 

el protocolo definido en Material y Métodos. Los resultados obtenidos se expresan en Ja Tabla 

1, donde se muestra el numero de rcvenantes obtenido en cada una de las tres cajas, así como 

su media y desviación estándar. 
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FIGURA 1 : RESULTADOS DE LA PRUEBA DE 

Dll<lJSION EN AGAR 
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Blanco Muestra 81 

La disrribución de tas cepas en las fotografías es como sigue: 
YGI021 TA98NR 
YG1024 YG1020 
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Muestra 82 Muescra 83 

La distribución de las ccpaS en las fotografias es como sigue: 
YO 1021 TA98NR 
YG! 024 YG! 020 
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Muestra B4 Muestra BS 

La distribución de las cepas en las fotografias es como sigue: 
YG1021 TA98NR 
YG1024 YG1020 
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Muestra XI Muestra X2 

La distribución de las cepas en las fotografías es como sigue: 
YG 1021 T A9SNR 

YGI024 YGI020 
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Muestra X3 Muestra X4 

La distribución de las cepas en las fotografTas es como sigue: 
YG1021 TA98NR 
YGÍ024 YGI020 
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Muestra XS Muestra MI 

La distribución de las cepas en las fotografías es como sigue: 
YG 1021 T A98NR 
YG1024 YG1020 
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Mucslra M2 Mucslra M3 

La distribución de las cepas en las fotografías es como sigue: 
YG 1021 TA98NR 
YG1024 YG1020 
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TABLA I. RESULTADOS DEL 

ENSAYO DE AMES 
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Mues- \'ol. 1 

Ira lull 

o 
10 

25 

so 
75 

DI 
Vol. ,,,1) 
o 
IO 

25 

50 

75 

Mues- Vol. 
Ira (ul) 

o 
10 

25 

50 

75 

Bl 
\'ol. 
!¡el) 

10 

25 

50 

75 

TA9RNR' Promedio ± D.S.' 
TA9BNR 

17 19 11 19.0000 ± 2.0000 

18 29 23 23.3333 + 5.5075 

23 24 25 24.0000 ± J ,00()() 

28 24 10 24.0000 ± 4.0000 

29 19 28 25.3333 ± 5.5075 

YGI021 Promedio ± D.S. 
YGI021 

101 128 128 119.000 ± J.5.58R 

112 160 161 144.333 ± 28.006 

127 133 137 132.333 0> S.0332 

176 185 187 182.667 ± 5.8594 

152 141 154 149.000 ± 7.0000 

TA98NR Pmmrdl11 ± D.S. 
TA98NR 

15 9.0000 ± t;.5677 

31 39 26 32.0000 ± 6.5~74 
30 36 J7 l4.3J~J 4- 3.7859 

21 J0.3333 ""!.: 9.2915 

JO 13.334 ± 14.3643 

YGI0.21 Prornl·tlio i D.S. 
YCJ!0.21 

53 43 55 50 . .'J.lJ ·.!: 6A2<J 1 

74 (¡<) 72 71 .M6i + J.5166 

91 59 75 75.00ll() ± 16.000 

66 49 57 57 .0000 ± 8,5·l-10 

91 89 93 91.0000 ± l,OOOQ 

Volumen de cxtrac10 ulilil . .ido 
Colonias Rcvenantcs por cepa (lriplieado) 
Promedio de Rcvenames 
por cepa ± Desviación EstándJr 58 

YGIOlO Promedio ± D.S. 
YG1020 

41 41 47 43.3333 ± 3.2145 

35 16 38 33 .0000 + 6.2449 

JS 49 ·IB 44.0000 ± 7.8102 

58 73 69 66.6667 ± 7. 7674 

71 71 60 67.füi67 ± 6.6583 

YGl024 Promedio ± D.S. 
YGI024 

87 73 BS 81.666., ± 7 .5718 

94 126 121 113.667 + 17.214 

~I 168 127 125.JJJ ± 43.523 

243 158 216 '.!:05.667 ± 43.432 

313 312 256 293.667 ± 32.624 

YGI020 Promedio ± O.S. 
\'GI020 

32 32 27 30.;333 ± 2.RR67 

38 31 34 J.1,JJ33 + 1.5118 

39 45 42 42..0000 :!:: J.0000 

3:! 39 30.3333 + 9.6090 

47 48 57 50.6667 t 5 .5075 

YGI02·l Promedio± D.S. 
\'0102-1 

fi6 79 90 78.3333 ± 12.014 

78 75 81 78.0000 ± 3.0000 

117 127 106 116.666 J: 10.503 

w 1.57 127 142.000 ± 15.000 

194 192 196 194.000 ... ' nono 



Mues- Vol.• 

"ª (ul) 

10 

25 

50 

75 

1!3 
Vol. 
(jd) 

o 
!O 

¿5 

50 

75 

Mues· Vol. 
Jra (ul) 

o 
IO 

25 

50 

JJ 

04 
Vol. 
(µ!) 

o 
JO 

·25 

50 

75 

TA9HNR~ Promedio ..t O.s.c 
TA98NR 

29 -- 33 28.0000 ± 5 .5677 

31 .11 53 38.333 ± 12.7071 

36 42 36 38.0000 ± 3..1641 

36 45 41 40.6667 ± 4.5092 

58 41 ·12 47.0000 ± 9.5393 

YGI021 Promedio ± D.S. 
YGI021 

122 148 132 134.000 ± 133.115 

201 229 215 215.000 ± 14.1>00 

lfi.I 145 143 150.667 ± 11.590 

147 143 175 J55.000 + J7.435 

JSJ J64 J64 169.667 ± 9.8149 

TA98NR Promedio ± D.S. 
TA98NR 

4 J.1 9 9.0000 ± 5.0000 

13 34 25 24.0000 ± I0.5356 

23 30 34 29.0000 + 5.5677 

J7 30 35 27.3333 ± 9.2915 

_JI 6 JI 9.3333 + 2.8867 

YGI021 Promedio ± D.S. 
YG1021 

72 82 J35 %.333 ± 33.8575 

9J 60 76 75.(i67 ± 15.5026 

5 27 69 33.667 ± 32.5166 

28 48 34 36.667 ± ID.2632 

J5 26 8 16.333 ± 9.0737 

Volumen tic cx1rac10 milizado 
Colonias Rc\'cnan1cs por cepa (lriplit:ado) 
Promedio de Revcnantcs 
por ccp:i ± Dcwiadl'in Estándar 59 

YGI020 Promedio ± D.S. 
YGI020 

" 33 !9 29.0000 ± 5.5677 

40 30 36 35.3333 + 5.0332 

.11 .14 20 28.3333 ± 7.371 l 

40 44 41 41.6667 ± 2.0816 

55 36 42 -M.3333 t 9.7125 

YGI024 Pronwdio ± D.S. 
YGI024 

77 70 64 70.)333 ± 6.5064 

92 97 92 IJJ.6667 ± 2,8867 

JOS 114 130 117.333 ± 11.372 

17J J80 IR! 177 .. m ± 5.5015 

269 267 259 265.000 .¡.. 5.2915 

YGI020 Pre.medio ± D.S. 
YGI020 

5 14 20 13.0<lOO ± 7.5498 

58 54 32 48.0000 ± J4.000 

4 26 22 J7 333 + Jl.7J89 

J9 35 63 39.00W + 22.27J 

J8 JJ 4 1 !.0000 ± 7.0000 

YGJ024 Prorm:dio ± D.S. 
YGI024 

o 2 J5 5.6667 ± 8.14·15 

248 239 Jl9 202.000 ± 72.020 

J80 288 289 2."i2.J33 ± 62.644 

J 14 93 J03 !03.333 ± I0.504 

33 32 18 27 .667 + 8.3864 



Mues- Vol.~ 

Ira (11) 

10 

15 

20 

84 Vol. 
,,11 

10 

15 

20 

Mues- Vol. 

"ª {11) 

" 
JO 

25 

50 

75 

·D5 Vol. 
(,1) 

o 

10 

25 

50 

75 

TA98NR' Promedio ± D.S.' YGJ020 
TA98NR 

-· 24 11 W.M67 J: 8.50-l9 JI) 38 

n 69 78 73.0000 ± 4.5825 86 95 

86 117 I08 103,667 ± 15.948 107 160 

160 160 149 156.333 ± (J.3508 202 148 

178 170 183 177 ,{XJO ~ 6.5574 179 195 

CONCENTRACIONES REDUCIDAS 

YGI021 Promedio ± D.S 
YGJ021 

139 105 126 123.)33 ± 17.156 

166 183 179 176.000 ± 8.8882 

197 245 220 220.667 + 24.007 

264 247 239 250.000 ± 12.767 

125 io5 234 188.000 :~ 56.453 

Tr\'18NR Promedio ± D.S. 
TA98NR 

17 20 21 19.3333 ± 2.0816 

58 56 60 50.0000 ± 2.0000 

44 93 68 68.333 ± 24.5017 

6 4 12 7.3333 ± 4.1633 

¡o 18 4 14.0000 ± 8.7178 

YGI021 Promedio ± D.S. 
YGI021 

155 166 168 163 .000 ± 7 .0000 

200 234 263 217.000 ± 24.041 

133 125 97 118.333 ± IR.903 

72 90 50 70.667 ± 20.033 

JO 10 5 8.333 ± 2.8867 

Volumen de ex1rac10 u1ili1ado 
Colonias Revcnamcs por ct:pa llriplic;u.lo> 
Promedio de Rcvcnanrcs 
por cepa ± OcS\'iad(in E51ántlar 60 

YGJ024 

77 76 

20] 215 

160 241 

230 199 

2'ltí 290 

YGJ020 

43 43 

153 173 

54 58 

15 32 

21 22 

YGJ02·1 

92 98 

373 459 

258 213 

40 100 

7l 69 

Promedio ± D.S. 
YGJ020 

28 32.0000.± 5.2915 

85 88.6667 ± 5.5075 

129 132.000 ± 26.627 

IH5 177 .6117 + 27 .392 

176 183.333 ± 10.214 

Promedio ± D.S. 
YGI024 

84 79.0000 ± 4.3588 

225 214.333 ± 11.015 

167 189.~.lJ ± 44.881 

247 225.333 ± 24.339 

:?04 263.333 ± 51..tl? 

Promedio ± O.S. 
YGl020 

26 38.333 ± JO, 7857 

195 175.333 ± 18.610 

48 53.3333 ± 5.033~-

21 32.667 ± 12.0138 

20 2~.0000 ± 1.0000 

Promedio ± O.S. 
YGJ02.J 

94 94.6667 + 3.0550 

394 408.667 ± 44,836 

242 237.667 + 22.810 

74 71.333 ± 30.0887 

75 72.0000 ± 3.0000 



Mues- Vol.• 
Ira <ull 

o 

IO 

15 

20 

B5 Vol. 
(ul) 

10 

15 

20 

Mues- Vol. 

'" fo!) 

10 

l.5 

50 

75 

XI 
Vol. 
(11) 

IO 

25 

50 

75 

TA98NR 11 Promedio ± D.S.• YGI020 
TA98NR 

1.1 35 17 21.667 t 11.7189 24 21 

J.! 21 12 .! 1.667 -4- !0.0166 99 108 

38 JI) 28 .15.0000 ± 6.0827 164 140 

42 46 42 43.3333 ± 2.3094 145 199 

54 60 58 59.UOOO ± 1.0000 221 258 

CONCENTRACIONES REDUCIDAS 

YGI021 Promctiio ± D.S. 
YGI0.!1 

108 I03 98 103.000 ± 5.0000 

141 206 183 ! 76.667 ± 32.959 

262 224 228 238.000 ± 20.881 

30J 289 317 303.000 ± 14.000 

301 318 336 318.333 ± 17.502 

TA98NR Promedio ± D.S. 
TA98NR 

17 11 12.0GOJ ± .J.5325 

25 22 29 _¿5,3333 :!- 3.5118 

19 15 19 17.6667 j: 2.309·f 

2~ 27 .!5 .!6.6667 +.:. l.5273 

3.1 JO 17 27 .0000 ± 1\.8882 

YG!üll PromcU10 ± O S. 
YGl02l 

15fl 1:!6 117 !-10.333 l 16.25S 

175 175 Jfl2 J70.ú67 i: 7.5055 

2:n 224 "' 226.333 .t S.8594 

324 362 287 324.333 ± 37.501 

364 349 324 345.667 ± 20.207 

Volumi::n de C:\lracto utilizado 
Cnlonias Rcvcnantes por cepa (lriplicado) 
Pmmedio tic Rcvcnanlcs 
por cepa ± Dc.wiílción fat:índar 61 

YGI024 

47 52 

lf.0 228 

431 451 

461 462 

650 h50 

YGIOlO 

J.1 25 

53 6~ 

~3 óC 

8·1 75 

98 101 

YGIO.!·t 

97 IU6 

122 195 

285 288 

463 475 

541 567 

Promedio ± D.S. 
YGI020 

28 24.3333 ± 3.5118 

150 l l'J.000 ± 27.221 

146 150.000 ± 12.489 

198 1 R0.667 + 30.892 

202 227.tlOO + 28.478 

Promt:dío ± D.S. 
YGl024 

69 56.00i) :t: 11.5325 

26A 252.000 .¡. 21.166 

390 424.000 + 31.096 

518 480.333 ± 32.624 

650 650.0000 ± 0.000 

Promedio ± D.S. 
YGI020 

37 J.!.OO<X> i 6,'.:.449 

45 ) .. u.n ::+- 1r,_n6M 

77 66.6667 ± 9.0n7 

78 79.0üOO + 4.5825 

89 97.0000 ± 7.5498 

Pronwdio ± 0.S. 
YG 10l4 

110 !06.333 + 9.50.fJ 

165 160.667 ± 36.692 

.?31 26!LOOO ± 32.íl78 

509 482.333 ± 23.861 

582 563.333 ± 20.744 



Mues· Vol.• 

"ª (11} 

10 

!5 

50 

75 

Xl Vol. 
( ¡!) 

10 

25 

so 
75 

¡Mues· Vol. 
_Jra 111l 

10 

~5 

50 

75 

X3 
\'ul. 
( d) 

10 

25 

50 

75 

TA9RNRh Promedio ± o.s.c 
TA98NR 

34 17 1•1 23.D.\3 ± 9.2915 

21 z:.! 11 18.0000 ± (i.0827 

JO 31 26 29.0COO ± 2.<H57 

25 29 26 26.6667 ± 2.0816 

29 28 .11 29.3333 + ~.5275 

YGI021 Pronwdio :t: D.S. 
YGJ021 

136 110 96 114.000 ± 20.297 

104 128 142 124.667 ± llJ.218 

205 187 180 l90.667 ± 12.HIJ7 

2.t~ 203 171 205 .. 133 ± 35 . .557 

.2.J6 .267 298 270.333 ± 26.159 

TA'JSNR Promedio t D.S. 
TA9HNR 

21\ 24 15 22.JJJJ +: 11.h.'ifn 

27 18 35 ~6.6667 t 8.50-llJ 

34 JI 20 28.3333 f; 7.3711 

29 45 35 0000 :: 8.7177 

27 2) 28 2b.ll0\ll.l -~ .!.o-157 

YGI021 Pro!llL'thn ~ D.S. 
YGI021 

167 150 132 \-19.667 ' 17.5u.: 

250 161 IHO l47.ü(',{) -t .:ri Si'~ 

lOH 3\1) 338 321 fif17 + 15. 17(, 

451 486 456 46.J..333 ± 18.929 

579 560 573 570.667 + 9.7125 

Volumen de extracto u1ilil<ido 
Colonias Rcvcrtantcs. por cepa ttri¡1\ica<lo) 
Promedio de Rcvcnanics 
por cepa ± Ocsviacil1n Es1ándar 62 

YG1020 Prnmc<lio .±: D.S. 
YG w:m 

43 )6 42 40.3J33 -t J.7859 

·34 6.2 47 .t7.h67 + 1-1.01 JIJ 

60 59 66 CiUM17 = 3.7859 

71 90 65 75.J.B ± l3Jl51 I 

72 61 85 72.6(17 .±: L!.0138 

YGIQ2.; Promedio ± D.S. 
YGl9l:L.._ 

78 92 64 78.000 ± 14.0000 

120 143 134 132.333 ± 11.590 

361 264 238 287.6h7 + M.825 

377 364 426 389.000 + 32.695 

510 563 50·1 525.667 ± 32.470 

YGI020 Promedio ± D.S. 
YG\020 

47 JI 66 ..:8.000 ± 17.5214 

;1 1,R 50 58.3333 ~ 9.0737 

8'1 in llJ 98.333 ± 12.8582 

P6 l.Jó 141 141.UW ± 5.0000 

17..\ 178 139 163.667 ± 21.455 

YGIU2-1 Promedio ± D.S. 
YGI024 

161 9:í 148 134.667 +: 34.962 

~50 271 35R 295.000 + 57.:!62 

651 459 fiD 581.00 ± 106.037 

\0(1\ '126 933 973.333 ± 76 00:! 

15-15 1212 1211 1322.67 + 192.547 



Mues· 
Ira 

X4 

Mues-
na 

xs 

Vol.• TA98NR11 Promedio ± D.s.c 
(u!) TA98NR 

o 21 12 IO 14.JJJJ + 5.8594 

10 23 24 19 22.0000 ± 2.6457 

25 20 15 18 17.6667 ± 2.5166 

50 27 JO J2 29.6667 ± l.5166 

75 21 35 23 26.JJJJ ± 7.5718 

Vol. YGIOll Promedio ± D.S. 
ful) YGI021 

o 163 218 185 188.667 ± 27.68J 

10 2..U1 20.l 228 225.667 ± 21.594 

15 .'.!21 289 293 267 .667 ± 40.463 

50 372 J55 332 353.000 ± 20.074 

75 439 J98 J96 -111.000 + 2.i.269 

Vol. TA98NR Promedio ± D.S. 
(ul) TA98NR 

o 19 9 IO 12.6667 ± 5.5010 

IO 29 J4 JI Jl.JJJJ ± 2.5166 

25 35 4J 36 38 .0000 ± 4 .3589 

50 69 15 76 7l.JJJ3 ± J.7859 

75 84 87 97 89.JJJJ ± ó.8068 

\'ol. YG1021 Promedio ± D.S. 

~- YGI021 

o 
10 

15 

50 

75 

145 123 145 1:!7.667 ± 11.10i 

246 232 240 239.333 + 7 .0237 

412 J26 JH6 J74.66'/ ± 44.106 

598 606 538 580.667 + 37.166 

732 825 778 778.JJJ ± 46.501 

Volumen de extracto utilizado 
Colonias Rcvenantcs por cepa (lriplicado) 
Promedio de Rever1antes 
pnr cepa ± Desviación Esiflndar 63 

YGI020 Promedio ± D.S. 
YG1020 

JI J8 46 38.JJJJ ± 7 .5055 

58 70 55 61.000U ± 7.9372 

76 60 59 65 .0000 ± 9 .539J 

9J 87 80 86.6667 ± 6.5064 

107 80 84 90.JJJ ± 14.5716 

YGI024 Promedio ± D.S. 
YGI024 

67 80 106 84.JJJ + 19.8578 

145 145 14J 144.JJJ ± 1.1547 

230 2.io 226 232.000 ± 7.2111 

328 178 327 277.667 ± 86.Jl5 

4-12 406 -- •n 'º' 

YGI020 Promedio ± D.S. 
YGI020 

6J 43 42 49.3)) ± 11.8462 

76 70 79 75.0000 + 4.5825 

12? 102 92 lflS.:.33 ± 15.275 

152 153 14J 149.JJ3 + 5.5070 

187 .?15 228 210.000 ± 20.952 

YGI024 Promedio ± D.S. 
YGI024 

114 159 !37 i36.6ó7 ± 22.501 

397 210 199 268.67 ± 111.275 

73J 676 798 735.67 + 61.0437 

930 929 9Ji 9JO.OO ± 1.0000 

1708 1563 20J4 1768.33 + 241.22 



Mues- Vol.~ 
Ira r 111 

[) 

lll 

25 

50 

75 

MI Vol. 
Cul) 

o 
IU 

25 

50 

75 

Mues- Vol. 
tra (ul) 

o 
IG 

25 

so 
75 

M2 Vol. 

1 

.... .!J11) 

o 
10 

25 

50 

75 

TA9HNRb Promedio ± D.S.' 
TA98NR 

1 1 2 1.3333 ± 0.5773 

1 2 2 1.6667 ± 0.5773 

7 1 6 4.667 ± 3.2145 

4 3 7 4.fi667 ± 2.0816 

11 12 13 12.0000 ± 1.0000 

YGI021 Promedio ± D.S. 
YGI021 

83 102 117 100.667 ± 17.039 

227 247 209 227.667 ± 19.087 

308 315 322 315.000 ± 7.0000 

583 527 517 542.333 ± 35.571 

858 784 649 763.67 ± 105.973 

TA98NR Promedio ± D.S. 
TA98NR 

27 25 23 25.0000 ± 2.0000 

23 22 18 21.0000 ± 2.6457 

31 52 31 ~8.000 ± 12.1243 

57 62 83 70.667 ± 10.9696 

70 61 54 61.6667 + 8.0:!08 

YG1021 Promedio ± D.S. 
YGI021 

80 W2 106 96.0000 ± 14.CA10 

185 160 199 181.333 ± 19.756 

280 332 312 308.000 ± 26.229 

370 382 376 376.000 ± 6.0000 

510 631 750 630.33 ± 120.001 

Volumen de cx1rac10 utilitado 
Colonias Rc\•cnnnles por cepa (triplicado} 
Promedio de Rcvcrtantcs 
por ci:pa ± Desviación Es1ándnr 64 

YGI020 Promedio ± D .S. 
YGI020 

28 17 24 23.000 ± 5.5676 

59 56 74 63.0000 ± IJ.6436 

92 113 101 102.000 ± 10.535 

168 171 141 160.000 + 16.523 

235 216 212 221.000 + 12.288 

YG1024 Promedio ± D.S. 
YGI024 

52 58 55 55.0000 ± 3.0000 

196 185 242 207.67 ± 30.2379 

245 487 458 396.67 ± 132.14' 

748 803 793 781.33 ± 29.2973 

1164 1149 1097 1136.67 ± 35.161 

YGI020 Promedio ± D.S. 
YGI020 

18 33 27 26.0000 ± 7.5498 

64 47 86 b5.661 + 19.5533 

8f 66 76 76.6667 ± 9.0184 

133 l:?S 119 IJ0.000 ± 9.8488 

218 181 1!19 1~9.333 t 18.50:! 

YGI024 Promedio ± D.S. 
YGI024 

55 58 53 55.3•33 ± 2.5166 

375 161 252 296.000 ± 68.563 

434 594 500 509.333 ± 80.407 

!020 812 904 912.000 ± 104.23 

I0.:!4 995 761 926.67 ± 144.202 



Mues- Vol.~ 

Ira {¡¡!} 

o 
IO 

25 

50 

15 

M3 Vol. 
(11l 

o 
10 

25 

50 

75 

TA98NR' Promedio ± o.s.c 
TA98NR 

38 21 14 .?4.333 ± 12.3423 

.18 42 44 41.3333 ± J.0550 

55 39 39 44.JJJJ + 9.2376 

49 66 29 48.000 ± 18.5202 

64 22 43 43.000 ± 21.0000 

YG1021 Promedio ± D.S. 
YGI021 

170 160 120 150.000 + 26.457 

233 .:!56 236 241.667 + 12.503 

294 368 268 3!0.000 + 51.884 

418 489 479 46.:!.000 + 38.432 

598 577 551 ~75.333 ± .?3.5.t.t 

Volumen de extrac10 u1ili1.1Jo 
ColonlilS Rcvcn:m1cs p11r cepa Oriplicat!ol 
Promedio de Rc\'cnantcs 
por cepa ± Dcs\'i.ición füt:indar 

YG1020 Promedio ± D.S. 
YGI020 

40 JO 36 35.3333 ± 5.0332 

544 58 46 52.M67 + 6.1101 

74 67 82 74.JJJJ + 7.5055 

133 142 I08 127.667 ± 16.616 

200 J7.t 198 257.JJ ± 101.041 

YG1024 Promedio ± D.S. 
YGI024 

127 92 lit l I0.000 ± 17.5214 

298 .:!-16 2-17 263.667 ± 29. 7377 

500 510 560 523.333 ± 32.1455 

879 783 781 793.333 ± 80.9958 

1117 1149 10!12 1109.333 ± 44.003 

En base a los resultados, se obtuvieron las curvas dosis-respuesta de cada una de las 

muestras. Las curvas se muestran en la Figura 2. En estas gráficas ias curvas trazadas 

representan los valores obtenidos por el método est:idfstico de regresión lineal, los valores reales 

están representados por la marca que define a cada cepa. 

65 



FIGURA 2: CuRVAS DOSIS-RESPUESTA 
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La cepa TA98NR presentó toxicidad en los dos últimos volumenes. 
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Mutagenicidad de muestra B4 

700 

600 

.,, 500 
"¡¡j' 
o 

-;;; 400 
Ql 

~'E i 3001 + • p:: 200 
+ 

+ • i o j ~ i 
10 25 50 75 

Volumen muestra (µ!) 

• TA98NR 6 YG1020 O YG1021 + YG1024 
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Los valores de pendiente calculados por el método de Regresión Lineal expresan Ja 

potencia mutagénica (número de rcvertanlcs I µI de muestra) de: cada muestra para cada cepa 

(Tabla ll). Este valor indica el grado en que la muestra provoca eventos muragénicos en cada 

cepa. 

TABLA 11. POTENCIA MUTAGENICA 

Muestra Potencia Mutagénlca IRevertantes I ull 
TA98NR YGI020 YGI021 YGI024 

Blanco 0.0822. -0.0714 0.1394 -0.1249 

Bl 0.0622 0;4528 0.4786 2.7716 

B2 0.9456 0.1889 0.3288 1.5707 

B3 0.2004 0.2103 0.0035 2.5346 

B4 7.9200 7.8333 4.0666 7.5933 

85 1.9266 9.3400 11.1400 28.3266 

XI 0.1544 0.7793 2.9147 6.4600 

X2 0.1060 0.4583 2.0362 0.9476 

X3 0.0665 1.6268 5.7700 15.9711 

X4 0.1608 0.6489 2.9896 4.2638 

X5 1.0183 l.0783 8.4791 20.7358 

MI 0.1318 2.5595 8.6232 14.4330 

M2 0.6422 2.1710 6.4442 11.9074 

M3 0.1916 2.8294 5.5680 13.2373 

La cepa TA98 como se mencionó anterionnente es Ja más utilizada para pruebas de 

mutagénesis de extractos de partículas atmosféricas ( 1,2,3,250) y es Ja cepa progenitora de las 

cepas utilizadas en este estudio. La actividad enzimática de nitrorreductasa y acetll-

coenzimaA:N-hidroxiarilamina 0-acetillransferasa de la cepa YG 1020 no ha sido modificada y 
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e5 igual <t la de la cepa TA98, p11r lo tanlo c:srn cepa es la que utilizamos 1.:nmo patrón de 

comparación para las otras, considerando que !IU respuesta frente a los nitroarcnos es normal, 

y la más estudiada. 

En base a lo anterior, se observa que la cepa TA98NR, que tiene actividad de 

nitrorrcductasa disminuida, muestra una respuesta considerablemente menor a la de la cepa 

YG1020. La cepa YG1021 con actividad de nitrorreductasa elevada muestra un aumento en la 

respuesta con respecto a la YG1020. Por último I• respuesta de la cepa YGI024 con actividad 

de acctil-cocnzimaA:Nhidroxiarilamina 0-acetiltransfcrasa c:levada, es mucho mayor que la de 

la cepa YG1020 y mayor que la de la cepa YG1021. 

Lo antes observado i:s evidencia de que la respuesta mutagénica se debe principalmente 

a nitroarenos, que como se expuso ameriom1entc, requieren de activacidn metabólica por l;1s 

enzimas nitrorrcductasa y acctil-coenzimaA:N-hidroxiarilamina Oacetiltransfcrasa para provocar 

eventos mutagénicos. 

En general, si comparamos la actividad mutagénica de las muestras, oh.servamos una 

actividad considerablemente mayor (aproximadamente el doble de revertantcs) en las muestras 

recolectmlas en la ciudad de MCxico que en aquellas recolectadas en la ciudad de Querétaro. Lo 

anterior nos sugiere que puede cxis1ir una relación entre el nivel de contaminación Y Ja 

mutagenicidad de las muestras. 
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En un principio sc prclcmJió h;ir.:er una comparación entre las mucs1ras recolectadas en 

invicrno. t¡ue se ~upone es una época en la que los niveles de coruaminación se elevan 

lirmná1icamcn1c, y verano, época en que ·las condiciones amhil!nlalcs son m:is favorables para 

Ja dispersión ,,k los con1a111inantes. Sin embargo, al cs1udiar los resultado:-.. no se ohscn•;i un 

p:urdn claro lle diferencia cmrt! estas Cpl11:as. Debido a que llll ubiuvimos Jo3 datos de niveles 

de conraminantes individuales para cada una de las muestras, no poJl.!mos afirmar sin Jugar a 

duda que exista una relación positiva entre actividad mulagénica y nivel de conlaminación. 

La mulagcniddad de cad.1 cxlrm.:ro para cada cepa se define al compar.tr el dato de 

polt!m:ia mutagénh.:;i del blanco con la potencia de Ja mul·::;ira para Ja cepa correspondiente. La 

rnuc::;1r:1 !'!!.! considera mutagénica en los caso!- t!n his que su pOlt!ncia mutagénica sea del doble 

o más que la del blanco. En fa 1abl;1 III rcsulw1.his en hase a este criterio. 

T .. \DLA 111. Mu1agcni~idad e.Je los cxlrac1os 

,\lu~·s1ra TA98NR YGIOW YGIOcl YGI024 

BI No Mu1agémca '.\lu1:igénica ~lulagénic.1 ~lutag~•n1c:1 

82 Mulagénica \furagCnica ~luragt'nic.1 Mu1.1gCnic:1 
83 Muta~énica \lutagénica ~o Mut:igénka Mu1agénic.1 
84 Mutagénica Mu1agCnic:t 1'.fulagénica Muiagénica 
85 Mutagénica Mu1af=mc;1 Mula génica ~lutagénica 

XI No Mu1agénica ~1ut<igénka : .. 1u1agénka Mu1agCnica 
X2 No Muragénka \f111agénic:i ,\lulagt:nka ~lutagtnic:i. 

Xl No Mutagénica ~IU1;1Fénic.:1 ,\lulagCnica M11tagénii::i 
X4 Mu1.:1génica Mutagénica ~fu1agCn:c.1 1'-lutagénica 
xs Murngénica MutagCnica Mulagénica ~fuwgénica 

MI No Mutagénica \tu1agi!nic.1 MulagCnica Mut;tgénica 
M! Mu1agénica ,\fmagfoic.1 Muragénica ~lut;i~Cnica 

MJ Mu1agénica ,\llllagCnica Mulagénica ~ltlla¡,!Cni~·a 

Como se ohscrva en las laMas 11 y !11, para la cepa TA98NR la mayoría de las mucs1ras 
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no pueden considerarse mu1agénil.:as o solo fi:vcmcme muiagénicas, mientras que para las demás 

cepas 1.:asi ludas las mucsrras lo 'ion. en grado menor para la YG 1020, mayor para la YG102I 

y cspcdalmcntc .1/lo para Ja cepa YGI024. !:<ita re!-puc.:sl:l va de acuerdo con la descripción del 

cmnporrnmicnto de las cepas frente :i \U!-lam:ias nitruaromátit.:as. 

·86 



CONCLUSIONES 

Los resultados indican que existen agcnics mutagénicos en los extractos de los filtros de 

aire analizados, además de que los de la Ciudad de México presentan mayor actividad que los 

de la Ciudad de Querétaro. 

La cepa YG1024 resulla ser la más sensible para la detección de compuestos mutagénicos 

en este tipo de extractos. 

Se obtuvieron cvidcnci?.s que indican la participación de los nitroarenos en la 

murngcniddad de los extractos, pero a falca de Jos medios para llevar a cabo la cuamificación 

de ni1roarcnos por los métodos analíticos reportados t:ll la literatura, no fu..; posible evaluar la 

participación real de esras substancias en la mutagcnicidad Je las muestras. Sin embargo, se 

ohtuvieron evidencias que permiten suponer que la muragcnicidad se debe principalmente a 

nitroarcni.is. como es el hecho de que las rcspucslils de las cepas YG 1021 y YG 1024 son las más 

elevadas. 
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PERSPECTIVAS 

Siendo la Ciudad de México Ja urhc más poblada del mundo, que Cllt!nlll con un volumen 

vehicular elcvado1 un:i de las zonas industriales más grandes del país y especiales condiciones 

geográficas y arnbicm.ales, posee un importante problema de contaminación. 

Este estudio revela la posibilidad de que la contaminación constituya un rici.go a la salud 

pública aún más grande de lo que se admile, por lo que consideramos que puede sentar las bases 

para estudios posteriores en varias áreas de investigación. 

Los estudios que nosotros consideramos serían importantes la continuación de este trabajo 

son, entre u1ros la evaluación cu3ntitativa de la participación de los nitroarenos en la 

mutagenicidad de partículas aunosféricas por los métodos analfticos adecuados, la dctenninación 

de la relación entre los niveles de comaminación y la acrividad mutagénica, la realización de 

estudios epidemiológicos con el fin de determinar el riesgo que representan los nitroarenos a la 

.salud, la determinación de posibles susiancias que inhiban la actividad mutagénica de los 

nitroarcnos (anti-mut;ígenos) para tratar de iJisminuir el efecto nocivo de estas sustancias. 
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