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RESUMEN

Se sabe que los extractos de particulas aéreas orgdnicas ambicntales poseen actividad

mutagénica, asf mismo, eXisten evi p ogicas que sugi un incremento en ¢l

riesgo de padecer cdncer pulmonar asociado a la exposicién a este tipo de particulas. Se ha
encontrado una relacidn entre la mutagenicidad de extractos de particulas suspendidas y la

conc ion de ias cc i En vista de [o anterior consideramos importante

determinar la actividad mutagénica de extractos de particulas suspendidas en el aire que
respiramos en nuestra ciudad, y, con fines comparativos, decidimos estudiar también extractos

de particulas del aire de la Ciudad de Querétaro.

Los extractos obtenidos fueron probados en ¢l Ensayo de Ames, que es una de las

prucbas mis difundidas para la idemificacion de mutaciones génicas,

Comprobamos que existe actividad mutagénica en los extractos probados, y que esta

actividad es mayor en los extractos de la Ciudad de México que en los de fa ciudad de

Querdtaro.

Con el uso de cepas de Salmonella typhimurium con actividad enzimitica medificada,
pudimos ademds determinar la pasticipacion de hidrocarburos aronrdticos policiclicos nitrados

o nitroarenos en la mutagenicidad total de los extractos.
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INTRODUCCION

El riesgo derivado de la exposicion a contaminantes con actividad bioldgica, producidos
por el hombre, y la cada vez més alta concentracién de éstos en las zonas urbanas, implican un

problema que requiere de atencién especial.

El impacto negative en Ja salud humana asociado a los componentes orginicos
suspendidos en cl aire se debe especificamente a materia orgdnica (moléculas policiclicas e
hidrocarburos halogenados) y pesticidas (213); 1odos ellos presentan problemas ecoldgicos
especiales aunque se ha dado una mayor atencion at estudio de moléculas orgdnicas policiclicas.
Se ha demostrado que algunas de estas moléculas son potentes mutdgenos y carcindgenos tales
como ¢l benzo[a]pireno, benz{aJantraceno, criseno, fuoreno, 2-metilfenantreno, pirenos y
nitroarenos  (5,30,70,214,215,216). Estas sustancias son subproductos de la combustién
incompleta de gasolina, diesel, carbén, madera o cualquier otro combustible de origen orgénico

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

[V inado, y son ficil adsorbidas sobre particulas suspendidas en el ambiente (1,70,71).

Las particulas respirables (de un didmetro < 10 pt) son de especial interés ya que tienen
una prolongada permanencia en la atmésfera y, por lo tanto, un gran potencial para ser inhaladas
(217) y depositadas en el pulmén a nivel alveolar (218), donde permanecen un largo periodo de
tiempo exponiendo a las células a las sustancias adsorbidas en cllas (218,219). Eswudios

epidemiologicos han demostrado que los sitios donde se depositan las particulas en el pulmon
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son también sitios fuvorables a la induccién de cincer (221).

La carcinogenicidad de la materia orgénica particulada para animales de laboratorio, se
conoce desde hace cincuenta aiios (220, 222) y habia sido atribuida a la presencia de benzo f{a}
pireno y otros hidrocarburos policiclicos aromdticos (54, 223 a 226) . Las investigaciones
posteriores demostraron que este efecto no podia ser atribuido a la concentracion reportada de

dichas sustancias; dc hecho, habia un "exceso de carcinogenicidad" debido a comp s No

B

identificados que inducfan mutaciones por corrimiento de bases y no requerian activacién
metabolica (70, 79, 222). En estudios subsecucntes se identificaron a estas sustancias como

hidrocarburos policiclicos aromiticos nitrados o nitroarenos (1. 2, 30, 67, 227).

Se ha comprobadn gue los nitroarenos son responsables de un gran porcentaje de la

mutagenicidad total debida a materia organica particulada (39,33,50,53,67,70.79,227).

Los nitroarenos abundan en el ambiente debido a la facilidad con la que se forman en
sistemas de combustion o por las reacciones de sus productos con 6xidos de nitrégeno (70).
Estas moléculas han sido detectadas en extractos de una gran cantidad de emisiones de
contaminantes y en atmésferas urbanas (1,2.3), Ademis, se sabe que son pofentes mutigenos

y carcinégenos.

Las pruebas de laboratorio a corto plazo para la deteccién de la posible actividad

de mexclas complejas asociada con partfculas suspendidas, han sido de gran utilidad

5
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parte de los carcindgenos son también mutdgenos (203, 228, 229), hacen de estas pruebas una
valiosa herramienta para la cvaluacién de riesgo que implican mezclas complejas, como aire y

agua contaminados,

El ensayo de Ames con Salmonella Typhimurium constituye un método in vitro para la
evaluacién de mutdgenos confiable, rdpido y cconémico, basado en un sitema genético bien

eneste

definido (230). Ademds, existe una correlacion entre la genicidad de la

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

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

evaluacion de 1 bientales complejas, tales como la caracterizacion de las principales
fuentes de emisidn de sustancias genot6xicas (233 a 240), la identificacién de los constituyentes
atmosféricos con actividad mutagénica (1), la evaluacién de parimetros meteoroldgicos ¥
atmosféricos que influyen en la mutagenicidad (241 a 243) y el monitoreo de dreas industriales
y rurales (244 a 246). Ademis este ensayo ha sido utilizado para correlacionar {a mutagenicidad

de materia orgdnica particulada en la atmésfera urbana y el incremento en las tasas de mortatidad

por cincer de pulmodn (247,248).

La utilizacién de las cepas de Salmonella typhimurium con actividad enzimdtica
modificada, desarrolladas por Watanabe y col. (207 a 209), ha incrementado fa sensibilidad de

la prueba a mutigenos especificos como son los nitroarenos.



En vittud de lo anterior, €l ensayo de Ames junto con otros ensayos in_vitrg, han

demostrado ser herramicntas valiosas para 1 ientos en la evaluacién de riesgo al

humano (249), asi como para ¢l y de los mecanismos moleculares de la mutagénesis

y el cincer (219).



OBJETIVOS

Eslte trabajo tiene conio objetivo probar la actividad mutagénica de extractos de partfculas
suspendidas en [a atmdsfera de zonas urbanas de nuestro pafs, especificamente de la Cd. de
Meéxico y la Cd. de Querétaro, utilizando para ello ¢! Ensayo de Ames para la evaluacion de

mutaciones génicas en Salmonella typhimurium.

OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar Ia participacion de hidrocarburos policiclicos aromdticos nitrados o nitroarenos

en la mutagenicidad total de dichos extractos.

Utilizar cepas de Salmonella typhimurium con produccion elevada de las enzimas
involucradas en la bivtransformacién de nitroarenos a intermediarios capaces de interactuar con

el ADN (mutagénicos).



NITROARENOS

Los hidrocarburos policiclicos aromiticos nitrados o nitroarenos son un grupo de
compuestos formados por anillos aromiticos fusionados que contienen uno o mds grupos nitro
unidos por un enlace covalente a los dtomos de carbono del ciclo, La nitracion <e lleva a cabo
en diferentes posiciones de los hidrocarburos policiclicos aromdticos (HAPs). dependiendo del

tipo de reaccion que tenga lugar.

ESTRUCTURAS DE HAPs Y SUS DERIVADOS NITRADOS
HAP ESTRUCTURA DERIVADOS NITRADOS

Indenu 5-nitroindeno
6-nitroindeno

Naftaleno 1-nitronaftaleno
2-nitronaftaleno
2-metil-!-nitronaftaleno
{-metil-2-ritronaftaleno
3-metil-2-nitronafialeno

8 ! anhidrido 3-nitro-1,8-naftal¢nico
7 2 1,3-dinltronaftaieno
OJ 1,3-dinitronaftaleno
s : 1 8-dinitronaito}
5-trinitronaftaleno
,6,8-tetranitronafialeno




ESTRUCTURAS DE HAPs ¥ SUS DERIVADOS NITRADOS

HAP ESTRUCTURA

- DERIVADOS NITRADOS

Acenafteno

1 2

O

1 H

3-nitroacenafteno
S-nitroacenafieno

Fluoreno

B 9 1

OO0,
[ 3
H 4

2-niwroflucreno
2-amino-7-nitrofluoreno
2-acetamido-7-nitrofluoreno
2-hidroxi-7-nitrofluoreno
2-metoxi-7-nitrofluoreno
2-cloro-7-nitrofluoreno
3-nitro-9-fluorenona
2,7-dinitrofluoreno
2,7-dinitro-9-flucrenona
2.4,7-trinitro-9-fluorenona
2,4,5,7-etranitro-9-fluorenona

Antraceno

10 1

GO )

L3 3 4

2-nitroantraceno
9-nitroantraceno
Ot

i 3,4-dihidrodiol

9-ni " 1.2-dihidrodiol

9-10-dinitroantraceno

Fenantreno

2-nitrofenantreno
9-nitrofenamreno




ESTRUCTURAS DE HAPs Y SUS DERIVADOS NITRADOS

HAP ESTRUCTURA

DERIVADOS NITRADOS

Fluoranteno

I-nitrofluoranteno
J-nitrofluoranteno
7-nitrofluoranteno
8-nitrofluorantcno

Criseno

2-nitrocriscno
S-nitrocriseno
6-nlirocriseno

Pircno

1-nitropircno

1-nitrasopireno
N-hidroxi-N-acetil-1-aminopircno
10-hidroxi-1-nitropireno
8-hidroxi--1-nitropirena

L-nitro.
1-nitro-b-acetoxipireno
1-nitru-8-acetoxipircno
2-nitropireno
4-nitropireno
1.3-dinitropireno
1,6-dinitropireno

1.8 dinitropireno
1-amino-8-nitropireno
1,3,6-trinitropireno
1,3,6,8-tetranitropireno




ESTRUCTURAS DE H1APs Y SUS DERIVADOS NITRADOS

HAP ESTRUCTURA

DERIVADOS NITRADOS

Bengzofa]antraceno

T-nitrobenzofajantraceno
7-nitrobenzofajantraceno-trans-3,4-
dihidrodiol
7-nitrobenzo{a}antraceno-trans-8,9-
dihidrodiol

Benzofa]pireno

1-nitrobenzo(a]pireno
I-nitro-7,8,9, 10-tetrahidrobenzola)pireno
3-nitrobenzo{alpireno
3-nitro-7-8-9-10-tetrahidrobenzolajpireno
Py L i i

3-nitrobenzo[a]pireno-trans-9, 10-dihidrodiol
6-nitrobenzoalpireno
1-hidroxi-6-nitrabenzo[a]pireno
3-hidroxi-6-nitrobenzo[a)pireno
6-nitro-7,8-9,10-tetrahid robenzo[alpircno
6-nitro-4,5-dihidrobenzo{alpircno

i idroxi-7,8,9,10-
tetrahidrobenzola)pireno

Benzole]pircno

I-nitrobenzofe]pisenc
3-nitrobenzofefpireno

Benzo[k)fluoranteno

3-nitrobenzo}k]fluoranteno




ESTRUCTURAS DE HAPs Y SUS DERIVADOS NITRADOS

"HAP ESTRUCTURA

DERIVADOS NITRADOS

Peritena

3-nitroperileno

Benzolg, h.iperileno

4-nitrobenzofg.h,ilperileno
7-nitrobenzofg, h,ilperileno

Coronzno

I-nitrocoroneno

Los nitroarenos constituyen un grupo de sustancias de gran importancia ecolgica debido

a su amplio espectro de mutagenicidad y carcinogenicidad y a su amplia distribucion en el

ambiente. (1 a 11).

La fuente principal de los nitroarenos presentes en la atmdsfera son los procesos de
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combustion incompleta (3). Esto ha sido confirmado por la deteccidn de los mismos, en extractos
de emisiones de motores de diesel y gasolina, cmisiones de motor de avidn, aceite de motor
usado, efluentes de gasolineras, partfculas de ceniza, condensados de humo de cigarro, pollo
asado, en emisiones que se originan de incineradores, calentadores de keroseno, sistemas de
calefaccion domésticy, estufas de madera y recientemente en extractos de particulas suspendidas
en atmosferas urbanas (12 a 67). También pueden ser e resultado de fenémenos naturales como
son los incendios torestales y las erupciones volcdnicas, sin embargo esto no ha sido

sufici de do.(1)

Con excepeion de los fendmenos naturales mencionados, la presencia de nitroarenos en

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

Dentro de los procesos de cotnbustién incompleta, los nitroarenos parecen formarse de
dos maneras:

L4 Pucden ser subproductos de las reacciones que tienen lugar en los procesos de
combustién en presencia del nitrdgeno atmosférico (46)

L Pueden ser producto de reacciones aumosféricas entre los hidrocarburos aromdticos
policiclicos producto de los sistemas de combustion a alta temperatura (motores, procesos
industriales, etc.), y catalizadores como el ozono, nitrato de peroxiacetilo, radicales
libres, ‘6xidos de nitrégeno y trazas de diversos dcidos presentes en amésferas

contaminadas (68 a 72).



Se han propuesto dos mecanismos de reaccién para la formacion de nitroarenos:

L4 Sustitucion clectrofilica aromitica catalizada por dcidos (3)
HA + I1INO, » H,NO,* + A
H.,NO,’ » NO,* + H,0
NO,* + ArH » ATHNO,*

AFHNO,*  + A » AINO, + HA

Donde: [IA: Cualquier dcido

ArH: Cualquier molécula ciclica aromdtica

? Reaccidn de nitracion por radicales libres (radical OH ), emitidos durante la combustién
(73,74)
OK
Q-=— CF
\/ -
OH



La distribucidn y cantidad de nitroarenos formados parece ser funcién del proceso de
combustidn (temperatura y configuracion), y de la naturaleza de los contaminantes presentes en
ta aundsfera, independientemente del tipo de combustible utilizado (46, 75). El proceso de
combustién mis estudiado a la fecha es ¢l de motores a diesel, en cuyas emisiones se han
encontrado mds de 60 moléculas diferentes de nitroarenos (20, 36, 44). Al inicio de Ila
combustitn, [os compuestos que se producen en mayor grado presentan | o 2 anillos fusionados

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

Mis de 102 tipos de nitroarenos se han detectado tanto en extractos de emisiones de
diesel, como en extractos de emisiones de otros sistemas de combustién, en cenizas y aire
contaminado (45, 62, 64, 76). De este grupo, la sustancia mds abundante es el 1-nitropireno,
mientras que las sustancias con mayoar actividad mutagénica son los dinitropitenos (13, 20,
30, 32, 34, 37, 77, 78); ciendo éstos unos de los nundgenos mas potentes que s¢ conocen.
Debido al importante papel que juegan en la mutagenicidad total de extractos de particulas
ambientales y de emisiones contaminantes, 1a mayor parte de los estudios realizados se refieren,

particularmente, a los nitropirenos.

NO,
NO,

O

1-Nitropireno 2-Nitropireno
ESTRUCTURAS DE NITROPIRENOS



5 &

N0,

4-Nitropireno 1,3-Dinitropireno

NO2 NOy

& &

1O,

O

1,8-Dinitropireno 1,6-Dinitropireno
02 o
Jol, =00,
@@ N0y @@ U
NO,

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

ESTRUCTURAS DE NITROPIRENOS

La mutagenicidad de los nitroarenos en bacterias ha sido estudiada con detalle en el
ensayo de Ames (con Salmonella typhimurium), aunque también existen estudios desarroflados

en otros sistemas. La revision de los resultados reportados ha dado lugar a varias observaciones,
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Con respecto a la relacion estructura - actividad de los nitroarenos se ha definido que:

Las sustancias biciclicas inducen mutaciones de sustitucion de bases (e.g nitronaftalenos
y nitroquinolinas), mientras que los nitroarenos que ticnen 3 o mds anillos fusionados
inducen principalmente, mutaciones de corrimiento de bases (e.g. nitropirenos y
nitrofluorenos) (3).

Alpunos compuestos  con  polaridad  intermedia  como  los  dinitropirenos  y

dinitrofluorantenos, muestran una mutagenicidad mis alta que los no polares (79).

Aparentemente, hay un tamafio de moléculs y configuracion Optimas para mixima
mutagenicidad: la uctividad se incrementa a medida que aumenta el ndmero de anitlos
fusionados (de biciclo a tetraciclo), sin embargo fas molZcuias de cinco ciclos presentait

una disminucion abrupta de la mutagenicidad (3).

La posicion del o los grupos nitro dentro de la molécula juega un papel importante en

la potencia mutagénica det compuesto (3).

El incremento en el grado de nitracion de la molécula es paralelo al incremento en la

mutagenicidad (3,79).

Como se menciond, algunos nitroarenos inducen mutaciones del tipo de sustitucion de

bases, pero la mayoria inducen mutaciones de corrimiento de bases. Estas no se deben a I

17



simple intercalacion de la molécula entre los nucledtidos, come con la mayoria de este tipo de
mutigenos, sino a la formacion de aductos con el ADN (83), que se forman por la union

covalente de umt especie electrofilica a alguna de las bases de la cadena.

En ¢l ensayo de Ames. los nitroarenos no requieren de activacion metabdlica exdgena
por enzims de mamifero, es decir, no requieren de la adicion de S9 (enzimas microsomales de
higado de ratén) para ser mutagénicos (1,3) y por ello puédc decirse que son "mutigenos
directos”. Sin embargo, a diferencia de la mayoria de los mutdgenos directos, los nitroarcnos
no son electrotilos, de hecho, no son capaces de reaccionar directamente con ¢l ADN puriticado
(81 a 83). Esto indica que los nitroarenos no son las especies activas y que. por lo tanto,
rcquicrcn'dc activacion metabdlica para ser transformados a moléculas capaces de formar

aductos con ¢i ADN.

Esta activacion metabdlica la realizan las enzimas bacterianas: las bacterias como 8.
typhimurium poseen una familia de nitrorreductasas '(3.84 a 87) que transforman a los
nitroarenos en los correspondientes N- hidroxinminoarenos (82,88 a 90), estas cnzimas también
estén presentes en células de mamiferos. Los N-hidroxiaminoarenos, sufren una conversién a
iones arilnitrenio, que son las especies mutagénicamente activas (electrofilicas) (1), Para algunos
nitroarenos, 1a conversion a N-hidroxilaminas nu ¢s suficiente y requieren de una esterificacion

posterior catalizada por acetiltransferasas bacterianas, para tener actividad mutagénica (91a 94).

Frederick A, Beland (95) propone un mecanismo de la activacion metabdlica que se lleva

8



a vabo para los nitropirenos y que podria aplicarse a los nitroarenos en general:

RR,R'=-H 0-}0,

R O 1o, [ @
QO — QO
® @ ® F AcCah

\

METABOLISMO DE NITROPIRENOS POR ENZIMAS BACTERIANAS

Los nitropirenos (I) sufren una reduccion sccuencial a nitrosopireno (II) v 'N-

hidroxiaminopireno (I11). Con I-nitropireno, ¢! N-hidraxiamino reacciona directamente con ¢!

19



ADN. mientras que [os metabolitos anilogos de los dinitropirenos requieren de una activacion
posterior por acetilcoenzima A: N-hidroxiarilamina O-acetiltransferasa. Esta activacidn puede
ocurrir a través de la formacién de dcido hidroxilaminico (1V) que se convierte en N-
acetoxiarilamina (V) por accion de la N.O-acetiltransferasa. Alternativamente la N-
acetoxiarilamina puede formarse por una O-acetilacion directa del N-hidroxiaminopireno. En
todos los casos se ohtiene un intermediario arilnitrenio (VI), capaz de reaccionar directamente
con i ADN. El metabolito N-hidroxiamino III también puede ser reducido a aminopireno (VII)

y acetilarse posteriormente a N-acetilaminopireno (VIII),

L2 mutagenicidad de los nitroarenos se debe a la formacién de aductos y ésta depende
de la capacidad del electréfilo resultante de reaccionar con un sitio nucleofilico adecuado en el
ADN. Esto esti limitado por factores tanto estéricos como electronicos (1), La identificacion de
tos aductos del ADN bacteriano (86,95 a 99), indica que ¢! sitio preferencial para la formacion
de fos mismos, es Ia guanina, que presenta diversos sitios nucleofiticos capaces de interactuar

con el electréfilo.

06

oy
5
n
HN ! \>*__ o8
=
N
H

HoN N
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Las encrgias de interaccion de estos sitios indican que la nucleofitidad va en orden
decreciente de N> 0> C* (1,100).

Las reacciones en N7 no resultan en eventos mutagénicos, por lo que pueden ser
descartadas; las reacciones en O° sélo suceden cuando el electréfilu presenta dos anillos o menos
y los impedimentos estéricos que presentan las moléculas de mis de dos anillos obligan a que
la reaceién ocurra en C¥ (1,100,101). Ademds, la energia de interaccion del sitio nucleofilico
se ve afectada por cl tipo de bases vecinas a la guanina, modificando el grade de reaccion entre

el nucledfilo y el electréfilo (e.g. secvencias GC alternantes contra no alternantes) (1,100).

También existen datos que sugicren que el C® y el N® de la adenina pucden ser otros

sitios de formacién de aductos paia los nitroarcnos (1,101,102).

El grado de mutagénesis se relaciona linealmente con el grado de formacion de aductos

en el C* de la guanina, para el sistema de Ames de Salmornella_typhimurium (99,103).

El metabolismo de los nitroarenos por células de mamifero se caracteriza por una serie
de transformaciones metabolicas que incluyen nitrorreduccion, oxidacién del anillo, o una
combinacién de ambas, y esto depende del tipo de tejido utilizado y la especie del animal
(1,104). Se observa a simple vista que los patrones metabdlicos son complejos y diversos. Esto
se ve agravado por el hecho de que los productos de la oxidacién anular se forman a partir de

intermediarios epdxido, indicando la posibilidad de formac'ién de aductos de otro tipn (105),
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ademis de los aductos formados por los productos de la nitrorreduccitn.

I higado de rata lleva & cabo la nitrorreduccion, oxidacion, acetitacion y conjugacion
del I-nitropireno y sus metabolitos (2). Sin embargo se ha observado que la nitrorreduccion a
aminoareno, via la N-hidroxilamina electrofilica, es la via principal de biotransformacién, sélo

si se conserva la anacrobiosis (1,106).

El metabolismo de los dinitropirenos por citoso! hepitico de rata, produce una mayor
formacién de aductos cuando existen acetilasas y acetilCoA, sugiriendo que, al igual que en
Salmonella, se requiere de una esterificacion posterior a It nitrorreduccién para formar et

intermediario N-acetoxiarilamina activo (93).

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

las preparaciones celulares tienen patrones metabolicos tnicos y distintos entre si (1,107).

En el caso de animales completos, el metabolismo y biodisposicidn de tos nitroarenos
resultan muy complejos ya que estin influidos por varios factores tales como la via de
administracion y el estado fisiologico del animal (1). La naturaleza de la flora bacleriana,
especialmente la anaerobia, es otro factor de gran importancia, debido a que juega un papel
importante en la reduccién de los nitroarenos (108 a 112), asi como en la hidrdlisis de O-

glucurénidos a especics mds activas (113).
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También debe considerarse que los nitrodrenos estin presentes en las fases gascosa y
particufada de las emisiones contaminantes, y se encuentran en diferentes estados moleculares,

lo cual influye en la distribucién y retencion tisular (114,115).

Varios autores han obtenido datos del tipo de metabolitos que se obticnen tras la
administracion de 1-nitropireno a ratas (116 a 124). Basindose ¢n los datos obtenidos Ohnishi
y cols., propusieron una via metabélica para el !-nitropireno administrado por via oral a ratas

normales y ratas libres de gérmenes (3).

La circulacion enterohepitica es la via mds importante para el metabolismo del 1-
nitropireno: éste se absorbe en el tracto gastrointestinal alto y ¢s transferido via la vena portal,
al higado, donde se hidroxila y se corjuga. Los metabolitos se excretan a la bilis y son
nitroreducidos y desconjugados en el tracto gastrointestinal bajo por accién de 1a flora intestinal.
La mayor parte de los metabolitos son reabsorbidos y transferidos al higado, donde son

acetilados y conjugados. Estos tiltimos metabolitos son excretados a orina y bilis.

En la segunda via, la nitrorreduccion del 1-nitropireno en el tracto gatrointestinal bajo,
es el primer paso de su metabolismo. El 1-aminopireno resultante de esta reduccién, es acetilado

y conjugado en el higado. y posteriormente excretado a bilis y orina.



1

-+ Heees

Here

Linea discontinua: ratas libres de gérmenes

Linea continua: ratas normales

METABOLISMO DE I-NITROPIRENO EN RATA
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En resumen, la hidroxilacién, conjugacion y acetilacion de! I-nitropireno y sus
metabolitos sucede en ¢! higado, mientras que la nitrorreduccidn y desconjugacién son
responsabitidad de Ja flora intestinal, Los principales metabolitos encontrados e identificados son
t-aminopireno, 1-amino-6-hidroxipireno y 1-amino-8-hidroxipiteno en  ratas normales (116 a
123) v 1-nitro-3-hidroxipireno, 1-nitro-6-hidroxipireno, l-nitro-8-hidroxipireno en ratas libres
de gérmenes (124); usto confinma el papel de a flora bacteriana ¢n la nitrorreduccion de los

nitroarcnos.

Como se dijo anteriormente, los nitroarenos han sido f endi i con
1a intencion de determinar su potencial mutagénico, carcinogénico y teratogénico, de modo que

sc¢ pucda evaluar su nivel de riesgo para la salud humana. También en este caso, y por las

razones antes exp las ias mas diadas son los nitropirenos.

A continuacién se exponc un breve resumen de los resultados obtenidos en los estudios
realizados con diversos sistemas, ya sean bacterianos, con lineas celulares o con animales

complelos.

Mutagenicidad en bacterias
Ensayo de Ames.- La gran mayoria de los nitroarcnos que se conocen han sido probados en cste -

ensayo con diversas cepas resultando, en términos generales, positives. En este ensayo los

nitropirenos han resultado ser igenos muy potenics. Rosenkranz y col, claboraron una -

recopilacién de los datos obienidos en el ensayo de Ames para diferentes nitroarenos (1,3).
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Ensayo en E. coli WP2uvrA.- Este ensayo responde sobre todo a mutdgenos que inducen
substitucién de bases, por lo que Ia mayoria de los nitroarenos probados dan un resultado
negativo (5,125). Sin embargo al incrementarse 1a permeabilidad de la membrana e incorporar

el plismido pKM10] a la cepa, pudo demostrarse la mutagenicidad (126).

Actividad genética en levadura

La cepa utilizada es Saccharomyces cerevisiae.- Este ensayo mide la capacidad de Ja molécula
para inducir conversiones mitsticas en el genoma. En condiciones de prueba estandar ninguna
de las cepas respondié a los nitroarenos (127). Sin embargo se demostré que en condiciones de
anacrobiosis existe actividad (128,129). Se atribuye esta actividad a la labilidad de las enzimas

nitrorreductasas al oxigeno (130).

Genotexicidad en bacterias

La genotoxicidad en bacterias se define como la induccidn de profagos por una depresién de fa
funcién "SOS" de reparacién det ADN o la inhibicién preferencial det crecimiento de bacterias
deficientes en ¢l sistema de reparacién del ADN (toxicidud preferencial). Pocos nitroarenos han
sido probados en estos sistemas pero en general han resultado genotdxicos. Los sistemas usados
son:

e Ensayo en E. coli GY5027 uvrB(lambda) envA para la induccion de profagos (131.a133).

® Ensayo "rec” en E. _coli cepas WP2 (silvestre} y WP100 uvrA recA para toxicidad
preferencial (134 a 136).

e Ensayo "rec” en Bacillus subtilis cepas HI17 (silves(.re) y N145 recA para toxicidad
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preferencial (79,137,138).

Mutagenicidad en células de mamifero

La mayoria de los nitroarenos estudiados, son agénicos cn células de mamifero y

presentan un patrén de especificidad celular, que depende de la linca celular que se utilice y no
de la especie de origen. Esto se debe a la diferencia en la capacidad metabélica de los diferentes
tipos de células (1). Se han utilizado células Je linfoma de ratén (114 139 a 146), de ovario de
himster chino (144, 147 a 152), de fibroblasto pulmonar de himster chino (153), V79 de
hdmster chino (154, 155) , de xeroderma pigmentoso humano (156), de linfoblastos diploides
humanos (157) y células HepG de hepatoma humano (1), con o sin activacién metabdlica

exdgena .

- Genotoxicidad en células de mamifero

Los nitroarenos estudindos inducen sintesis no programada de ADN (1.13, 143, 144, 158,
159) . rompimiento de cadena sencilla y entrecruzamicentos del ADN (160); ademds, aberraciones
cromosdmicas (142, 161 a 165) ¢ intercambio de cromdtidas hermanas {139, 140, 147, 150, 164
2 167) en una gran variedad de células en cultivo. Algunas de las lineas celulares utilizadas son:
hepatocitos de rata, ratén, hdmster y humano, células bronquiales humanas, células Hela, células

de ovario de ratén chino, linfocitos humanos, células de fibroblasto humano, entre otras.
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Genotoxicidad in_vive (con animal completo)

Los nitroarenos probados inducen intercambio de cromitidas hermanas y produccion de

micronticleos en hi y ratas después de administracion intraperitoneal (167 a 169); también

P

se ha encontrado yue causan dafio en ef ADN putmonar de ratén, después de administracion

intratraqueal (1).

Transformaciones oncogénicas
Se dice que una sustancia ticne propiedades transformantes cuando al ponerla en contacto
con células en cultivo, producen uno de los siguientes efectos: a) son capaces de formar focos

de colonias transformadas morfolégicamente; b) las células expuestas son capaces de crecer en

agar ¢ inducen tumores al ser i en ratén desnudo. Los nitr que han sido

probados no muestran actividad transformante en células de raton Balb3T3 (170); pero si en
células BHK21 de hamster (171), de fibroblasto normal de humano (172) y de embrién de

hamster sirio (173).

Carcinogenicidad en animal

Se han realizado un gran nimero de estudios de carcinogénesis a largo plazo utilizando
ratas, ratones, himsters, monos y perros en los que se ha observado induccién de tumores
subcutineos, pulmonares, hepidticos, de vejiga, mamarios, etc, dependiendo de la via-de
administracién (6 a 11, 174 a 195). Son de particular importancia los estudios realizados por
Takayama y col. (187) y Moon y col. (8), que utilizaron la via ‘intratraqueal para la
administracion de nitroarcnos (esta via asemicja a la exposicién por inhalacion) y obtuvicron

carcinomas de pulmén. Estos resultados sugieren el posible aumento en el riesgo de desarrollar
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cdncer pulmonar que se deriva de la exposicion a estas sustancias por inhalacién de aire

contaminado.

29



ENSAYO DE AMES PARA LA EVALUACION DE

MUTACIONES GENICAS EN Salmonella typhimurium.

A) GENERALIDADES

Una mutacién se considera como una modificacion en la secuencia de las bases
nitrogenadas que constituyen el material genético (ADN). Las mutaciones pueden resultar de la
accion directa de los agentes quimicos sobre el maierial genético o sobre otros componentes
celulares funcionalmente ligados a él, ya sean los gue participan ¢n la divisién celular (centriolo
y microtubulos), las proteinas de la cromatina o las cnzimas que contribuyen a la replicacion o

reparacion del ADN (196).

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

(unidades de informacion) o cromosdmico.

Las alteraciones intragénicas (en Ins genes) pueden prodicirse por sustitucion de bases
o por desfasamiento (frameshift). La primera resulta de una transicion (reemplazo de una basc
por otra del mismo tipo) o de una transversion (sustitucién de una base por otra de tipo
diferente). Ll desfasamiento consiste en ¢l corrimiento de la secuencia nucleotidica por

eliminacidn o adicion de bases (197).
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Las anomal(as que se refieren a los cromoesomas pueden deberse a rearreglos estructurales
tales como inversion o translocucién, o a anomalfas numéricas como eliminacién o adquisicién

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

Las mutaciones pueden ser ventajosas, neutras o tener manifestaciones patoldgicas entre

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

En virtud de lo anterior, los experimentos con sistemas biolégicos no humanos resultan
valiosos para evaluar los efectos genéticos de los agentes quimicos por su reproducibilidad,

facilidad de realizacién, relativa cconomia y corta duracion (199).
B) ENSAYO DE AMES

Una de las pruebas mis difundidas para la evaluacion de mutaciones génicas es fa
desarrollada por el grupo del Dr. Bruce N. Ames en la Universidad de California, que emplea

como sisterna biol6gico diversas cepas bacterianas mutantes de Salmonella typhimurium (200).

Las cepas mutantes (auxdtrofas his), a diferencia de las silvestres (prototrofas, his*),
rcql;ieren histidina para su crecimiento debido a que presentan uma mutacion en ¢l operdn de la
histidina. La prueba se basa en la capacidad del agente quimico para actuar sobre dicho operén,
revirticndo el fenotipo, lo que permite 2 la cepa crecer en medios que carceen del aminodcido .

o con cantidades limitantes de €1 (201).
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Una de las ventajas de esta prueba ¢s que permite conocer no tan solo si un agenic es

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

debido a que las cepas de prueha se obtuvieron mediante la induccion de mutaciones del tipo de

sustitucion de bases o desfasamiento de la sccuencia nucleotfdica, lo que implica que su

reversion requicre de los mismos mecanismos, es decir sustitucién de la base adecuada en el

primer caso o eliminacion de bases ¢n ¢l segundo para correr la secuencia y restablecer el cédigo

genético (202).

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

modificaciones adicionales:

Reparacién deficiente del ADN. Las cepas son deficientes en el sistema de reparacién
por escision, como resultado de una delecién de la regién uvrB del cromosoma, fo que
permite la deteccion de mutaciones que normalmente serian reparadas por este sistema
(200).

Alteracion Ge ta permeabilidad. Las bucterias permiten el acceso de moléculas de gran
tamafio al interior de la célula, ya que presentan un defecto en la capa de polisacaridos
de 1a pared celular (202).

Introduccién de plismidos. Las cepas que contienen plismidos de resistencia a
antibidticos (plismido pKM101) resultan mis sensibles a los mutdgenos (203, 210).
Biowransformacion de agentes quimicos. En el mamifero existen sistemas enzimdticos que

no estdn presentes en Salmonella typhimurium y que son requeridos para la activacién

4 di Estos si iméticos pueden

metabdlica de ciertos s Jlamados i

5
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adicionarse a la prueba agregando homogenados de drganos de mamitero (204).
C) CEPAS DE PRUEBA MODIFICADAS

La mayoria de los nitroarenos son dependientes de las enzimas O-acetiltransferasa (acetil-
coenzimaA:N-hidroxiaril-amina O-acetiltransferasa) y/o nitrorreductasa para expresar su
mutagenicidad. De hecho, se ha demostrado que las cepas de Saimonella typhimurium deficientes
en nitrorreductasa (TA98NR) o en acetil-coenzimaA:N-hidroxiarilamina O-acetiltransferasa
(TA98/1.8-DNP,) no son susceptibles a la accién de este tipo de compuestos' (3,205,206). En
hase a estos resultados se sugirid que ambas enzimas son reactivos limitantes de la accién
metab6lica sobre los nitroarenos y que las cepas sobreproductoras de elfas pudieran ser muy

sensibles a la accion de estos mutdgenos (207 a 269).

Watanabe y col. desarrollaron dos nuevas cepas de Salmonetia typhimurium con actividad

enzimitica elevada: YG1021 y YG1024.

YG1021. Para construir esta cepa primero se clond el gen que codifica para fa nitrorreductasa
“cldsica” en el plismido vector pBR322. El plismido resultante pYG11 confiere 450% mis de
actividad de nitrorreductasa “clisica” a la cepa que lo posee (209). Posteriormente se subclond
1a porcién que conticne at gen de nitrorreductasa "cldsica” del plismido pYG!1 al pldsmido
pBR322 modificado. con lo que s¢ obtuvo ¢l plismido pYG216, que sc introdujo a la cepa TA98

de Salmonella typhimurium. La cepa asi obtenida se Mlamé YG1021 y posce un 62% mds de
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actividad de nitrorreductasa "clisica™ que su predecesora TA98. La cepa resulté ser eatre 20 y
70 veces mis sensible a Ia actividad mutagénica de 2-nitrofluoranteno y 1-nitropireno. Sin
-embargo, Ia introduccion del plismido no afectd la sensibilidad de la cepa al 1,8-dinitropireno
ni a [a 4-nitroquinolina-1-6xido. La cepa YG1021 también muestra un incremento de 2 a 3 veces

el nimero de revertantes espontdneas v es resistente a la ampicilina y a la tereaciclina (207),

YG1024. Esta cepa se construyé clonando el gen de acetil-coenzimaA:N-hidroxiarilamina 0-
acetiltransferasa de ta cepa TA1538 ¢n el plismido vector pBR322. Las cepas que contienen este

lismido. pYG122, pr un incremento de 50 veces en su actividad de acetil-coenzimaA:N-

¥

hidroxiarilamina O-acetiltransferasa (209). Pusteriormente se subcloné la porcién que contiene
al gen de acetil-coenzimaA:N-hidroxiarilamina Oacetiltransferasa al plasmido pBR322
modificado. El plismido resultante pYG219 se utilizé para transformar a la cepa TA98 de
Salmonella typhimurium. La cepa asi obtenida se llam6 YG1024 y tiene una actividad de acetil-
coenzimaA:N-hidroxiarilamina O-acetiltransferasa 100 veces mayor a la normal. Lsta cepa
resultd ser 4 a 38 veces mads sensible a la actividad mutagénica de diversos nitroarenos, sin
embargo no hubo aumento en la sensibilidad a 4-nitroguinolina-1-6xido. 1a introduccion del
pldsmido pY G219 también dio como resultado un incremento de 1.5 a 3 veces en el nimero de

revertantes espontineas. Esta cepa es resistente a ampicilina y tetraciclina (208).

Como se observa, ambas cepas fueron creadas a partic de la cepa TA98, Esto s¢ debe
a que ésta es una de las cepas més utilizadas en Ias pruebas de mutagenicidad con el ensayo de

Ames y a que contiene el plismido pKM101 que es absolutamente necesario para la deteecién
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de lx mutagenicidad de los nitroarenos (210.211)

El plismido pKM 10! conficre a las cepas que o contienen un aumento en la resistencia
de la cepa a la irradiacién UV y un incremento en la susceptibilidad a mutagénesis por UV o
sustancias quimicas. Para que una sustancia sea mutagénica debe ser capaz de hacer 2 cosas:
introducir una lesién premutagénica al ADN y al mismo tiempo encender el sistema que
procesard Ja lesion del ADN de una forma tal que se produzca una mutacion. El incremento en
la susceptibilidad a mutigenos que proporciona el PKM10t se debe a que codifica para
productos celulares anilogos a los requeridos para inducir la “reparacién propensa a error” y por
fo tanto aumenta la capacidad de la célula para llevar a cabo este tipo de procesamiento de ADN

dailado ( Reparacién SOS ). (210)

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

propositos:
1. Deteccion de nitroarenos mutagénicos.
2. Deteccidn de metabolitos mutagénicos derivados de nitroarenos y determinacion de la via

probable por la cual estos mutigenos son activados.

3. Identificacién primaria de principios génicos ¢n complejas - que son

mutagénicas para Salmonella typhimurium.

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

enzimdtica normal (TA98 o YG1020) y/o las cepas can actividad enzimitica disminuida:
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TA98NR. actividad de nitrorreductasa disminuida o TA98/1,8-DNPG, actividad de acetil-
coenzimaA:N-hidroxiarilamina O-acetiltransferasa disminuida. Si la mezcla probada contiene
nitroarenos  activables por alguna de las dos enzimas, habrd diferencias notables de

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

A) MUESTRAS

Mugstreo
Se contactd a la Direccion General de Prevencion y Control Ambiental de la
Subsecretaria de Ecologfa de la Secretaria de Desarrollo Urbano y Ecologia y at Centro de

Estudios Académicos sobre C inacién Ambiental de la Universidad de Querétaro que

amablemente nos proporcionarun porciones de los filtros de muestreadores utilizados en las
determinaciones de la calidad del aire. Debido a que la formacion de nitroarenos se incrementa
con | presencia de oxidos de nitrdgeno (70), solicitamos que los filtros proporcionados fueran
de fechas ¢n que las concentraciones ambientales de NO, fueran las mds altas y las mis bajas

para ¢l afio de 1990. Las caracteristicas dc los filtros se detallan en el siguiente cuadro:

Clave Filtro Fecha Peso (g) {Medida (cm)|  Ciudad Estacion

. Bl Jul 13-14 | 13-07-90 } 0.8372 |} 10.2 x {1.0 | Querdtaro | Bellas Artes
0.8338 | 103 x 111

B2 Jul 17-18 [ 1797-90 | G.7652 | 10.5 x 10.6 | Querctato | Bellas Artes

B3 1a125-26 | 25-07-90 | 0.7652 | 10.0 x 10.6 | Quecétaro | Bellas Artes
0.7999 | 10.2 x ti.0

B4 Enc 13-14 | 13-01-90 ) 0.8723 | 10.2 x 10.0 | Querétaro | Bellas Anes
B3 Ene 17-18 { 17-01-90 | 0.8823 [ 10.2 x 11.2 { Querétaro | Bellas Artes
0.7568 | 10.4 x 1.2
Xt 6684-19 | 08-09-90 {1 0.7092 | 10.7 x 10.2 | Maéxico Xalostac
0.6946 9.9 x 10.6
X2 6698-33 | 14-07-90 1 0.4007 6.3x 102} Mexico Xalostoe
0.3913 | 6.0x 10.0
X3 6712-47 | 20-70-90 } 0.6334 | 8.8x 10.3 | México Xalostoc
0.6315 | 8.6x 10.2
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Clave Filtro Fecha | Peso (g) {Medida (cm)]  Ciudad Estacion

X4 6726-61 | 26-07-90 | 0.7785 9.9 x10.3 México Xalostoo
) 07803 | 98x10.4
X5 6740-075 | 01-08-90 | 0.7385 98 x 10,5 México Xalostoc
0.4250 | 10.1 5 105
Mt 5555 09-01-90 | 0.7287 | 10.1 x 10.3 | México La Merced
0.7972 | 10.1 x 10.3
M2 5589 15-01-90 | 0.6495 9.4 x 10.2 México La Merced
0.7193 9.0x10.3
M3 5635 21-01-90 | 0.7065 9.7x10.2 México La Merced
0.81%0 9.8 x 10,1

Los filtros utilizados son de acetato de celulosa. La velocidad de flujo de aire en los
muestreadores de la Cd. de México, D.F. es de entre 20 y 30 pies’’/min, La velocidad de flujo
en los muestreadores de 1a Cd. de Querétaro es de 35 pies’/min. En ambas ciudades el tiempo

de muestreo fue de 24 horas.

Extraccién
Se realiza Ia extraccidn con el fin de obtener las substancias adsorbidas sobre las

particulas depositadas ¢n los filtros.

Se corta el filtro en pequefias porciones y se pone a remojar en 150 ml. de cloruro de
metileno durante 30 min.. Se filtra a-través de papel Whatman N° 3 y se lava el residuo con 25
ml. adicionales del solvente. El {iltrado se evapora a sequedad en un Rotavapor 4 40°C y se
resuspende el residuo en 3 ml. de dimetilsulfoxido (DMS0). Los extractos obtenidos se colocan
en viales de vidrio con tapén de rosca manteniéndolos a -70°C hasta ¢l momenio'de su anlisis

1.
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B) ENSAYO DE AMES PARA EVALUACION DE LA MUTAGENICIDAD
(201)

Medios y Solucipnes
L-histidina 0.5mM - Biotina 0.5mM
Disotver 0,0077 g de histidina mas 0.0122 g de biotina en 100 ml. de agua destiada, Guardar

a 4°C en la obscuridad.

L-histidina 0.1M - Biotina 0.5mM
Disolver 1.5516 g de histidina mas 0.0122 g de biotina en 100 ml. de agua destilada. Esterilizar

en autoclave y guardar a 4°C en la obscuridad.

Solucién de Sales Voguel-Bonner

En 600 ml de agua destilada se disuelven:

Sulfato de Magnesio heptahidratado 10 g.
Acido Citrico monohidratado 100 g,
Fosfato de Potasio monobdsico anhidro 500 g.
Fosfato de Sodio Amonio tetrahidratado 175 g.

Se filtra la sofucion y se agrega agua destilada suficiente para completar 1000 mi. Se ajade 1

ml..de cloroformo y se almacena a temperatura ambiente.
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Solucidn de Cristal Violeta

Se disuelven 10 mg. de cristal violeta en 10 ml. de agua destilada. Se almacena a 4°C,

Solucién de Ampicilina
Se disuelven 0.25 g.de ampicilina en 10 ml. de una solucién 0.02 N de hidréxido de sodio. Se

almacena a 4°C.

Solucion de Tetraciclina

Se disuelven 0.0625 g. de tetraciclina en 10 ml. de una solucién 0.02 N de &cido clorhfdrico.

Se almacena a 4°C y protegido de la luz.

Agar de Superficie

Componetles: Bactoagar 0.6 g.
Cloruro de Sodio 05 g.
Agua destilada 100 mi.

Sol. Histidina 0.5mM - Biotina 0.5mM 10 ml.
Se pesan con exactitud los ingredientes, se agrega el agua destilada y sc afade la solucién

de histidina 0.5 mM - biotina 0.5mM. Se esteriliza en autoclave y se distribuye én tubos con

tapon de rosca estériles a razén de 2.5 ml. por tubo.
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Medio Minimo E de Voguel-Bonner

Componentes: Bacto agar 7.5 g
Dextrosa 10 g.
Solucion de Sales Voguel-Bonner 10 ml,

En un matraz de 1000 ml. se coloca el bacto agar y se afiaden 300 ml. de agua. En un
matraz de 250 ml. se disuelve la dextrosa en 100 mi, de agua destilada, En otro matraz de 250
ml. se mezcla {a solucién de sales Voguel-Bonner con 100 ml. de agua, Los tres matraces se
esterilizan en autoclave a 121°C por 20 min. Se rednen las soluciones en el matraz de 1 1t., se
mezcla perfectamente y se distribuye en cajas de petri estériles de 15 x 100 (aproximadamente
30 ml. por caja).

Medio Minime E Voguel-B c ) xdo con histidina

Agregar 0.1 ml, de una solucién estéril de histidina 0.1 M. - biotina 0.5 mM. a la
superficic del medio minimo y distribuirlo uniformemente con ta ayuda de un tridngulo de vidrio

estéril hasta que esté seco.

Obtencidn_y mantenimiento_de las vepas de prucha

Las cepas utilizadas fueron proporcionadas por el Dr. Takehiko Nohmi: Division of

Mutagenesis, Biological Safety Research ' Center, National Institute of Hygienic Sciences,

Kamiyoga, Setagaya-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 Normat Baja
YG1020 Normal Normat Normal
YG1021 Elevada Normal Elevada a mono-nitroarenos
YG1024 ‘Normal 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 5 ml. de caldo nutritivo
estéril y sc incuba durante 16 hs. a 37°C con agitacién. Los cultivos asf obienidos se someten
alas pruebas que se describirin ms adelante para verificar la presencia de marcadores genéticos

y evaluar la frecuencia reversidn espontinea.

Se preparan los Cultivos de Reserva colocando 0.8ml. de Ja suspensién bacteriana mas
0.07 mi de Dimetilsulféxido (PMSO) v se congelan rdpidamenic sobre hielo seco para

mantenerlos después a -70°C.

Para evitar congelar y descongelar fos Cultivos de Reserva se preparan cajas de petri con
medio minimo complementado con histidina en las que se siembra por esiria una asada del
cultivo y que podrin guardarse a 4°C hasta por 1 o 2 meses. Es de estas cajas de donde se
obtendrin los cultivos a uiilizar en el protocolo de mutagénesis; se toma una colonia que se
siembraen 5 mi. de caldo nutritivo al que se afaden 5 xl. de cada una de las soluciones de

ampicilina (para todas las cepas) y tetraciclina (para las cepas YG1020, YG102{, YG1024) y
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se incuban por 16 hs. a 37°C con agitacion.

Para obtener nuevos cultivos para las cajas de petri de reserva se recomienda tomar de
tos Cultivos de Reserva a -70°C y no de las cajas que s¢ van a desechar ya que puede haber

pérdida de los marcadores uvrB y plismidos.

Yerificacién ia de tos marcadores genéti terminacién de 1a frecuencia

de reversién_espontdnea

Requerimiento de Histidina

Sembrar por medio de estrias el cultivo de 16 hs. (que se utiliza para las cajas de reserva)
sobre cajas que contienen medio minimo de Voguel-Bonner. Hacer lo mismo sobre medio
minimo complementado con un exceso de histidina. Solamente debe haber crecimiento en las

cajas complementadas con histidina.

Sensibilidad af cristal violeta

Esta prueba se utiliza para verificar la presencia del marcador "rfa” (modificacion de la
pared celular). En una caja de mediv minimo complcmen;ado con histidina se traza una linea con
1a solucién de cristal violeta y se deja secar completamente. Se toma una azada del cultivo y se
traza una linea perpendicular a Ja del cristal violeta. Se incuba a 37°C por 24 hs. Una zona clara

de inhibicién sobre fa linea del colorante indica la presencia del marcador.
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Presencia de los phismidos de resistencia a antibidticos (pKM 101)

Pary esta prueba se utilizan dos cajas de medio minimo complementado con histidina, una
para ampicilina y otra para tetraciclina. Se procede de igual manera gue en el punto anterior,
sustituyendo el eristal violeta por el antibidtico. Las cepas que contienen e plismido no deben

mostrar inhibicidin del crecimiento,

Sensibilidad a la luz ultravioleta

En una caja de petri con medio minimo complementada con histidina colocar por medio
de estria los cultivos que s¢ van a probar. Irradiar fa caja destapada con una liunpara germicida
de luz ultravioleta de 15 W a una distancia de 33-35 cm. por 8 segundos. Incubar 24 hs. a

37°C, Si Ias cepas contienen el marcador uvrB no deben crecer.

Frecuencia de reversion espontinca

Colocar 0.1 mi. del cultivo en un tubo de ensavo con tapén de rosca que contiene 2.5
ml. de agar de superficie a 45°C, agitar con ayuda de un vortex, y vaciar el contenido sobre
medio minimo de Voguel-Bonner, distribuyéndolo uniformemente. Dejar solidificar e incubar

A 37°C por ¢l tiempo requerido para cada cepa. Esta prucha se hace por triplicado.

Una vez transcurrido ¢l tiempo de incubacion se cuentan fas colonias de revertantes
espontineas que resullen y se comprueha la presencia de una densa capa de pequedias colonias
{con ayuda de un microscopio de diseccion) que resultan como consecuencia de las trazas de

histidina presentes en el agar de superficie. Esta capa de colonias tiende a desaparecer cuando
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el compuesto que se prucha es toxico.

Prucha de Difusién en Agar

Esta prueba tiene como objeto {a determinacién a grosso modo de Ia probable actividad
mutagénica y la toxicidad del extracto, a fin de definir el rango de volumen que se utilizard en
¢l Protocolo de Mutagenicidad del Ensayo de Ames, asf como la sensibilidad de las cepas a las
muestras.

A un tubo que contiene 2.5 ml. de agar de superficie a 45°C sc anaden 100 ul. de un
cultivo de 16 horas de la cepa de prueba. El contenido se agita con ayuda de un vértex y se
vierte sobre una caja que contiene medio minimo de Voguel-Bonner. Se espera a que solidifique
y, con unas pinzas cstériles se coloca en cl centro de la placa, un disco de papel filtro estéril de
aproximadamente 0.5 cm de didmetro. Se toman 10 ul. del extracto con una micropipeta y se
depositan cuidadosamente sobre el disco. Las placas se incuban invertidas a 37°C durante 72
horas. Cada uno de los extractos debe probarse con las 4 cepas de prueba, YG1020, YG1021,

YG1024, TA98NR.

La actividad mutagénica se denota por un crecimiento de colonias revertantes cercano al
disco y que disminuye en forma radial. En caso de que el extracto sea t6xico se observard un

lalo de inhibicién del crecimicnto alrededor del disco.

Protocolo_de mutagénesis

A 2.5 ml. de-agar de superficie precalentado a 45°C. se le afaden ripidamente  fos
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componentes seghin la tabla 1 en el orden especificado. La mezcla se agita con ayuda de un
vonex y se distribuye sobre medio minimo de Voguel-Bonner, de manera que quede una capa
unitorme. Las cajas se dejun solidificar a temperatura ambiente y se incuban invertidas a 37°C

por 72 hs. Cada punto se hace por triplicado.

# Caja Cepa (100 5b DMSO (D) Problema (ul) Control (ul)
1 TA9SNR 5 - -
2 YG1020 kA . -
3 YGto2t 75 - -
4 YG1024 5 - -
5 TA98NR - 10 .
6 TAYSNR - 25 -
7 TAYSNR - 50 .
8 TA98NR - 75 -
9 vG1020 . 10 -
0 YGlo20 - 25 -
1" YG1020 - 50 -
12 YG1020 - 75 -
13 YGlo2t - 10 -
4 YGlo2t - 25 . -
15 YG1021 - 50 -
16 YG1021 - kA .
17 YG1024 B 10 .
18 YG1024 - 25 . -
19 YG1024 . 50 -
20 YG1024 . 75 -
21 TA9BNR - - W 4NQO®
n YG1020 - - 20 4NQO
23 YG1021 . - 20 4NQO
pL) YG1024 - . 20 4NQO
a8 TA98NR - - 30 INPY
26 YG1020 . - 30 INP
27 YGlo21 - - 30 INP
28 YG1024 - - 30 INP

Nota:  Los resultados obtenidos en los puntos 1,2,3 y 4 con 75 ul de DMSO representan los datos de
reversion espontdnca de 1a cepa. )

Control Positivo, solucion de 4 [-oxido a una ¢ ion de 30 pg/ml.

Control Positivo, l-nitropireno a una concentracion de | pg/ml.
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Interpretacién de resultados

Un resultado positivo se define como un aumento al doble de la potencia mutagénica con
respecto a la del blanco de extraccion (extraccion realizada a un filtro no expuesto en los

muestreadores), y que este aumento esté en {uncidn de la concentracion del compuesto.

Lar icidad de un comy puede ifestarse a concentraciones por debajo de

su nivel toxico o muy cercanas a él. El crecimiento de fondo bacteriano que aparece
normalmente en las cajas debido a las trazas de histidina presentes en el agar de superficie,
tiende a desaparecer en caso de que la muestra resulte téxica. Para determinar si {a ausencia de
colonias revertantes se debe a un resultado negativo o a la presencia de toxicidad, se recomienda
observar las cajas con un microscopio estereoscopico: si la muestra es tdxica, habrd una

diferencia notable en e} fondo bacterianc de las cajas control y las cajas con muestra,

47



RESULTADOS Y DISCUSION

Se empled la prueba de difusion en agar para probar las 13 muestras obtenidas con la
extraccion de los filtros. utilizando un volumen de 10 pl. de extracto. El andlisis de estos
resultados es visual, por lo que se presentan en fotografia (Figura 1), Se observé que todas las
cepas responden a los extractos al volumen empleado, por lo que se definié que el rango de
volumenes que sc utilizaria en ¢l protocolo de mutagénesis (ensayo de Ames), tendria como
minimo 10 pl. y serfa de [0, 25, 50 y 75 pl., y que los datos de reversién espontdnea se
obtendrian utilizando el volumen de solvente equivalente al mdximo volumen de muestra

utilizado (75 ul de DMSO).

Las mismas 13 muestras se probaron con el ersayo de- Ames anies descrito, siguiendo
el pratocolo definido en Material y Métodos. Los resultados obtenidos se expresan en |a Tabla
I, donde se muestra el numero de revertantes obtenido en cada una de las tres cajas, asf como

su media y desviacion estdndar,
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~ FIGURA 1 : RESULTADOS DE LA PRUEBA DE
DIFUSION EN AGAR
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Blanco

La distribucién de las cepas en las fotografias es como sigue:

YG1021 TA98NR
YG1024 YG1020
50

Muestra Bl



Muestra B2 Muestra B3

La distribucién de las cepas en Ias fotografias es como sigue:
YG1021 TA98NR
YG1024 YG1020
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Muestra B4 Muestra BS

La distribucién de las cepas en las fotografias es como sigue:
YG1021 TA98BNR
YG1024 YG1020
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Muestra X1 Muestra X2

La distribucidn de fas cepas en fas fotografias es como sigue:
YG1021 TAISNR
YG1024 YG1020
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Muestra X3 Muestra X4

La distribucién de las cepas en las fotograffas es como sigue:
YG1021 TA9SNR
YGi024 YG1020
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Muestra X5 Muestra M1

La distribucién de las cepas en las fotografias es como sigue:
YGlo21 TA98NR
YG1024 YG1020
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Muestra M2 Muestra M3

La distribucidn de las cepas en las fotografias es como sigue:
YG1021 TA98NR
YG1024 YG1020
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TABLA I. RESULTADOS DEL

ENSAYO DE AMES
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Mues- | Vol TA9RNR® Promedio + D.S* YGL020 Promedio + D.S.
tra | tpl) TA9BNR YG1020

0 17 19 21 19.0000 + 2.0000 3t 42 47 43.3333 + 3.2145

10 18 29 2 23.3333 + 5.5075 k3] 26 38 33.0000 + 6.2449

25 23 24 25 24.0000 + 1.0000 35 49 48 44.0000 + 7.8102

50 28 24 20 { 24.0000 +4.0000 | 58 73 69 06,6667 -+ 7.7674

75 29 19 28 25.3333 + 5.5075 71 " 60 67.6667 + 6.6583

B Vol. YG1021 Promedio + D.S. YG1024 Promedio + D.S,
) YG1021 YG1024

1] 101 128 128 | 119.000 4 15.588 87 73 85 81.6667 + 7.5718

1 112 [ 160 | 161 | 144.333 + 28.006 | 94 126 121 113,667 + 17.214

25 12?7 133 137 132,333 + 5.0332 8l 168 127 125.333 + 43,523

50 176 _{ 185 187 [ 182.667 + 5.8594 | 243 158 | 216 ] 205.667 + 33.432

75 152 { 141 154 | 149.000 4 7.0000 | 313 312 ] 256 | 293.667 + 32.614

Mues- ! Vol, TA98NR Promedio + D.S. YG1020 Promedio + D.S.
tra_{ () TA9BNR YG1020

0 8 15 4 9.0000 + 5.5677 2 32 27 30.3333 + 2.8867

] 31 39 26 32,0000 + 6.5574 38 31 34 343333 + 3.5118

15 30 36 37 34.3333 + 3.7859 39 43 42 42,0000 _+ 3.0000

50 4 21 [ 10.3333 + 9.2915 32 39 2 30.33331 + 9.6090

75 8 30 3 13.334 + 14.3643 47 48 57 50.6667 r 5.5075

B2 Vol. YGI021 Promedio i D.S. YGig24 Promedio + D.S.

) G121 ‘G102

0 53 43 55 50,3333 + 64201 B 79 90 78.3333 4 12,014

10 4 69 72 71.6667 + 2.5166 78 75 8t 78.0000 3 3.0000

25 91 59 75 75.0000 + 16.000 17 127 o6 116.666_+ 10.503

30 66 49 57 57.0000 + 8.5410 142 157 127 142,000 + 15.000

75 91 89 93 | 91.0000 +2.0000 | 194 192 196 194.000_+ 2.0000

Volumen de extracte wtilizado

Colonias Revertantes por cepa (iripticado)
Promedio de Revertantes

por cepa + Desviacion Estandar 58




Mues- | Vol.* TAYRNR® Promedio + D.§S YG1020 Promedio + D.S.
|_tra_ | (uD TAYSNR YG1020

0 29 22 33 [ 28.0000 1 5.5677 22 33 9 29.0000 + 5.5677

10 31 3 53 38.333 + 12.7071 40 0 36 35.3333 + 5.0312

25 36 42 36 38.0000_+ 3.4641 31 34 20 28.3333 + 7.3711

50 36 45 41 40.6667 + 4.5042 40 44 41 41.6667 + 2.0816

75 58 41 42 47.0000 + 9.5393 55 36 42 44.3333 + 9.7125

83 Vol. YGI021 Promedio + D.S. YG1024 Promedio & D.S.

() YGlo2)

0 122 ] 148 132 1134000 + 133.115] 77 70 [ 70.3333 + 6.5064

10 201 229 215 215.000_+ 14.000 92 97 92 43.6667 + 2.8867

25 164 145 43 150.667 + 11.590 108 114 130 117.333 + 11.372

50 | 147 ) 343 175 | 155.000 4 17.435 | 17) 180 | 18! 177.333 + 5.5075

75 181 164 164 169.667 + 9.8149 | 269 267 259 265.000 + 5.2915

Mues- Vol TA9ENR Promedio + D.S. YG1020 Promedio 4 D.S.
tra_| (ul) TAIBNR YG1026

0 4 14 9 9.0000 + 5.0000 5 4 20 13.0000 + 7.5498

10 13 34 25 24.0000 + 10.5356 | 58 54 32 48.0000 3+ 14.000

25 23 30 34 ] 29.0000 + 5.5677 4 26 n 17,333 +11.7189

50 17 30 35 | 27.3333 + 9.2915 19 kh] 63 39.0000 + 22.271

75 H [ 1 9.3333 + 2.8867 18 11 4 11.0000 + 7.0000

b Vol. YGlo21 Promedio + D.S. YG1024 Promedio + D.S.
(ph) YG102t YG1024

0 72 82 135 90.333 + 33.8575 0 2 15 5.6667 + B.1445

10 91 60 76 15.667 + 15.5026 248 239 19 202.000 + 72.020

:25 5 27 69 33.667 4 32,5166 180 288 289 252,333 + 62.644

50 28 48 3 36.667 + 10.2632 | 114 93 103 103.333 + 10.504

75 15 26 8 16.333 + 9.0737 X] 32 18 27.667 + 8.3864

Volunien de extracto utilizado

Colonias Revertantes por cepa (iriplicado)
Promedio de Revenantes

por cepa + Desviacion Estindar 59




Mues-{ Vol * TAYSNR® Promedio + D.S* YG1020 Promedio + D.S.
tra_| (uh) TAIBNR YG1020

0 27 M [} 20.6667 + 8.5049 | 30 38 28 32.0000. + 5.2915

5 72 69 IR 73.0000 + 4.5825 8 95 85 ¥8.6667 + 5.5075

10 86 17 108 103,667 + 15.948 107 160 129 132.000 + 26.627

15 160 160 149 156.333 + 6.3508 | 202 148 1RS 177.667 3 27.392

20 178 170 183 177.000 + 6.5574 179 195 176 183.333 + 10.214

CONCENTRACIONES REDUCIDAS

B4 | Vol YGI1021 Promedio 4 D.S YG1024 Promedio + D.S.
wh YGl021 YG1024

[\ 139 105 126 123.333 + 17,156 ki 16 84 79.0000 + 4.3588

b} 166 183 179 176.000 + 8.8882 | 203 215 225 214.333 + 11.015

10 197 245 220 | 220.667 + 24.007 160 241 167 189.333 + 44.881

15 264 247 239 | 250000 + 12767 | 230 199 247 225.333 + 24.339

20 | 125 | 205 | 234 ] 188.000 & 56.453 | 206 | 200 | 204 | 263333 ¢ 51417

Mues- | Vol. TAYSNR Promedio + D.S. YG1020 Promedio + D.S.
ta_| (uh) TAISNR YG1020

0 17 20 21 19.3333 + 2.0816 | 43 43 26 38.333 + 10,7857

10 58 56 60| 50.0000 + 2.0000 | 158 173 | 195 175,333 + 18.610

as 44 93 68 68.333 + 24.5017 54 58 48 53.3333 + 5.0332 |

50 6 4 12 7.3333_+ 4.1633 A5 32 21 32.667 + 12.0138

15 0 18 4 14.0000 + 8.7178 21 22 20 21,0600 + 1.0000

‘B3 Vol. YGI021 Promedio + D.S. YG1024 Promedio + D.S.
{p) YG1021 YG1024

0 155 166 168 | 163.000 + 7.0000 92 98 94 94.6667 -+ 3.0350

10 200 234 263 217.000 + 24.041 33 459 394 408.667 + 44.836

25 133 125 97 118.333 + 18.903 | 258 | 213 § 242 | 237.667 & 22.810

50 72 90 50 70.667 & 20.033 40 100 74 71.333 + 30.0887

75 10 10 k) 8.333 + 2.8867 72 69 75 72.0000 + 3.0000

Volumen de extracto utilizado

Colonias Revenanies por cepa (triplicado)
Pramedio de Revenanics

por cepa + Desviacion Estindar 60



Mues-{ Vol.« TA9BNR" Promedio 4+ D.S.* YGiv20 Promedio + D.S.
tra ] ul) TA98NR YG1020
1] 13 33 17 21.667 4 11.7189 24 21 28 24.3333 + 35118
5 3 21 2 21.667 4 10.0166 99 108 150 119000 + 27.221
10 38 39 28 35.0000 ¢ 6.0827 164 140 146 150.000 + 12.489
15 42 46 42 ) 43.3333 4 2.3094 | 145 199 | 198 180.667 + 30.892
20 59 60 58 59.0000 & 1.0000 221 258 202 227.000 + 28.478
CONCENTRACIONES REDUCIDAS
Bs Vol. YG102t Pronedio + D.S. YGl1024 Promicdio + DS,
wh YGIo21 YG1024
Y 108 103 98 103.000 + 5.0000 47 52 69 56.000 4 11.5325
5 141 206 183 176.667 + 32,959 260 2}&_1 268 252.000_+ 21.166
10 262 | 224 | 228 | 238.000 4 20.881 | 431 ] 451 [ 390 i 424.000 f 31.096 |
15 303 ] 289 | 317 | 303.000 + 14.000 | 461 | 462 | SI8 | 480333 + 32.624
20 i 318 336 318.333 + 17.502 650 650 650 650.0000 -+ 0.000
Mues- | Vol. TA9BNR Promedio + D.S. YG1020 Promedio i D.S.
ua ] (ul) TAYSNR YG1020
1] 17 8 1 12.000) 3 4.5325 3 25 37 320000 4 6.2449
19 2 22 29 25,3333 +3.5118 53 [ 45 54.333 + 11.0664
25 19 15 19 17.6667 1. 2.3094 43 60 n 66.6667 -+ 9.0727
S0 2% 27 25 26.6667 + 1.5273 84 78 78 79.0000 + 4.5825
75 34 30 17 27.0000 + 8.8882 98 (2] 89 97.0000 + 7.5498
Xt Vol. YGlo21 Promedio + D' S, YG1024 Promedio 4 D.S,
i) YG1021 YGIU4
0 158 136 137 140.333 + i6.258 97 106 [§1:] 106.333 4 9.5043
10 175 175 162 170.667 + 7.5055 122 195 165 160.667 + 36.692
25 233 224 222 1 226.333 -+ 5.8594 285 288 231 268.000 + 32.078
50 324 362 287 324 333 + 37.501 463 475 509 482.333 + 23.861
75 364 349 324§ 345.667 1 20.207 541 567 582 563.333 + 20.744

Volumen de extracto utilizado

Colonias Revertantes por cepa (triplicado)
Promedio de Revenantes

por cepa £ Desviacion Esténdar 61




Mues-| Vol,? TAYBNR® Promedio + D.S.° YG1020 Promediv + D.S,
tra | (ul) TAUBNR ¥G 1020
QO ki) 17 IS 23.3033 4 9.2915 43 36 42 40,3333 + 3.7859
i0 21 22 1 18.0000_+ 6.0827 i) 062 47 47.067 + 14.011Y
18 30 31 26 29.0000 + 2.6457 60 59 06 61.0067 & 3.7859
50 25 29 26 26.6667 + 2.0816 71 90 65 75.333 + 13.0511
75 29 28 3 29.3333 + 1.5275 12 61 85 72.667 & 12,0138
X2 Lvol, YG1021 Promedio 4 D.S, YGIN2 Promedio & D.S.
(ul) YG102} YG1024
0 136 110 96 114.000 £ 20.297 78 9 64 78.000 + 14.0000
10 104 128 142 124.667 + 19.218 120 143 134 132.333 + 11.590
25 205 187 180 190.667 + 11.897 361 264 238 287.667 1 64.825
50 pEM 203 11 205.333 + 35.557 3n 364 426 389.000_+ 32.695 |
75 246 67 298 270.333 + 26.159 510 563 504 525.667 + 32.470
Mues-| Yol, TA9BNR Promediv + D.S. YG1020 Promedio + D.S.
ta_ | (uh) TAYBNR YG1020
0 25 2 15 22.3333 + 0.6383 47 3 66 48.000 + 17.5214
10 27 18 35 26.6667 + 8.504Y & o8 50 58.3333 ¢ 9.0737
25 ka Rl 20 28.3333 4 7.3711 89 43 13 98.333 + 12.8582
Y 2y 45 3 35.0000 + 8.7177 136 Bl 141 141,000 + 5.0000
75 7 23 28 20,0000+ 20457 174 178 139 163.667 + 21.455
X3 Vol YG102t Prontedio 4 DS, YGI024 Promedio £ D.S.
) G103 G102
[4] 167 150 132 149,667 + 17.502 161 95 148 134.667 + 34.962
10 250 161 180 197.060 250 271 358 295.000 + §7.262
15 308 319 338 321,667 + 15176 651 459 633 581.00 + 106.037
50 45! 486 456 461.333 + 18.929 | 1061 26 933 973.333 + 76.002
75 579 560 573 570,667 -+ 9.7125 | (545 | 1212 | 1211 | 1322.67 + 192.547

Volumen de extracto utilizado
Colonias Revertantes por cepa (triplicado)

Promedio de Revertantes

por cepa £ Desviacion Estindar 62



Mues- | Vol.* TASENR® Promedio + D.S.° YG1020 Promedio + D.S.
tra_} (ul) TA9BNR YG1020

[ 21 12 10 14.3333 + 5.8594 31 18 46 38.3333 + 7.5055

10 pX] 24 19 22.0000 + 2.6457 58 10 55 61.0000 ¥ 7.9372

25 20 15 18 17.6667 + 2.5166 76 60 59 65.0000 1 9.5393

50 27 30 32 29.6667 + 2.5166 93 87 80 86.6667 + 6.5064

75 21 35 2 26.3333 + 7.5718 107 80 84 90.333 + 14.5716

x4 Vol, YG1021 Promedio + D.S, YG1024 Promedio & D.S.
{ul) YG102t YG1024

] 163 218 185 188.667 .+ 27.683 67 80 106 84.333 4+ 19.8578

10 246 203 228 225.667 + 21.594 145 145 143 144.333 + 1.1547

25 221 289 293 267.667 + 40463 | 230 40 226 232,000 + 7.2111

50 n 355 332 353.000 + 20.074 328 178 327 277.667 1 86.315

75 439 398 396 { 411.000 + 24.269 { 442 406_ 463 428.000 + 19.287

Mues-| Vol. TA98NR Promedio + D.S. YG1020 Promedio + D.S.
ma_| (uh TA98BNR YG1020

0 19 9 10 12.6667 + 5.5070 63 43 42 49,333 4 11.8462

10 29 34 31 31,3333 4 2.5166 76 70 79 75.0000 + 4.5825

25 35 43 36 38.0000 _+ 4.3589 122 102 92 105.333 + 15.275

50 69 s 76 73,3333 + 3.7859 152 153 143 149.333 +. 5.5070

15 84 87 97 89.3333 + ©.8068 182 215 228 210.000 4 20.952

X5 ear, YGlo21 Promedio + D.S. YG 1014 Promedio # D.S.
(D YG1021 YG1024

[ 145 123 145 137.667 + 12.70; 14 159 137 136.667 + 22.501

10 246 232 240 239.333 + 7.0237 | 397 210 199 268.67 + 111.275

25 412 326 386 374.667 4+ 44.106 733 676 798 735.67 + 61.0437

50 598 606 538 580.667 + 37.166 | 930 929 931 930.00 + 1.0000

75 732 825 778 ] _778.333 4+ 46.501-] 1708 | 1563 | 2034 1768.33 4 241.22

Volumen de extracto’ utitizado
Colonias Revertantes por cepa (triplicado)

Promedio de Revertantes

por cepa & Desviacion Estindar 03



Mues- | Vol.» TAYRNR® Promedio + D.S.* YG1020 Promedio + D.S.
s | (i TAYBNR YG1020

o | ! 2 [ s rosms | 28 | 17 | 24 | 23.000 4 55676

o | 2 | 2 | 16667405773 | 59 | 56 | 74| 63.0000 + 9.6436

s | 71 |1 6 | 466732145 | 92 | 113 | 101 | 102,000 4 10.535

so | a4 | 3 | 7 | 4.6667 20816 | 168 | 171 | w1 | 160.000 + 16523

25 | 1 | 12 [ 13 | 12.0000 + 10000 | 235 | 216 | 212 | 221.000 + 12.288

METya, YG1021 Promedio + D.S. YGl024 Promedio + D.S.
() YGl021 YG1024

o | 81 [ 102 | 17 [ w0667 £ 17039 | s2 | ss | ss | s5.0000 + 3.0000

w | 227 | 247 | 209 | 227.667 4 19.087 | 196 | 185 | 242 | 207.67 4 302379

25 | 308 | 315 | 322 | 315.000 4 72,0000 | 245 | 487 | 458 | 396.67 + 132.145

s0 | su3 | 527 | s17 | 542333 + 35571 | 748 | 803 | 793 | 781.33 4 29.2073

75 | 858 | 784 | 649 | 763.67 + 105.973 | 1164 | 1149 | 1007 | 1136.67  35.161

Mues-{ Vol. TA9BNR Promedio + D.S. YG1020 Promedio + D.S.
ra | () TA9BNR YG1020

0 | 271 25 | 23 | 25000020000 18 [ 33 | 27 | 260000 + 7.5498

6 | 23 | 22 | 18 | 210000426957 | 64 | 47 | 86 | e5.667 + 19.5533

35 | 31 | s2 | 31 | 38000+ 12,0243 | 86 | 65 | 76 | 76.6657 + 9.0184

so | 57 | 62 | 8 | 70.667 £ 109696 | 133 | 128 | 119 | 130.000  9.8488

75 | 70 | 61 | 53 | oose7 80208 | 218 | 181 | 19 [ 159333 4 1850

M2 yg, YG1021 Promedio + P.S. YG1024 Promedio 4 D.S.
() YG1021 YG1024

0 | 80 | 102 | 106 | 960000 + 14000 | 55 | 58 | s3 | 553333 + 2.5166

0 | 185 | 160 | 199 | 181333 + 19.756 | 375 | 261 | 257 | 296.000 1 68.563

25 | 280 | 332 | 312 | 308.000 + 26220 | 434 | so4 | 500 | 509.333 & 80.407

[ s0 | 30 | 382 [ 376 | 376000 + 60000 | 1020 | w12 | 904 | 912000 + 104.23

75 | 510 | 631 | 750 | 630.33 + 130.001 | 1024 | w95 | 761 | 92667 & 144202

Volumen de extracto utilizado
Colonias Revertantes por cepa (triplicado)

Promedio de Revertantes

por cepa F Desviacion Estindar 64




Mues- | Vol.? TA9BNR® Promedio + D.S.° YGI020 Promedio + D.S.
ta_| b TA9SNR YGlo20

[ 38 2l 14 24.333 4 12.3423 40 30 36 35.3333 + 5.0332

10 38 42 44 41.3333 + 3.0550 | 544 58 46 52.6667 + 6.1101

25 55 39 39 44.3333 4 9.2376 ™ 67 82 74.3333 + 7.5055

50 49 66 29 48.000 + 18.5202 133 142 108 127.667 + 16.616

75 64 2 43 43.000 + 21.0000 | 200 kYA 198 257.33 + 101.041

M3 | Yol YG102¢ Promedio + D.S. YG1024 Promedio + D.S.
| Guly YG1021 YG1024

] 170 160 120 150.000 + 26457 127 92 1 110.000 + 17.5214

10 233 256 236 | 241.667 4 11,503 | 298 M6 247 | 263.667 + 29.7377

25 294 168 268 | 310.000 + 51.884 | 500 510 560 | 523.333 + 32,1455

50 418 489 479 | 462.000 + 38432 { 879 783 781 § 793.333 + 80.9958

75 598 517 551 §75.333 + 23544 ] 1107 | 1149 | 1062 | 1109.333 + 44.003

Volumen de extracto utilizado

Colonias Revertantes por cepa (triplicado)
Promedio de Revertantes

por cepa + Desviacion Estindar

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 grificas ias curvas trazadas

representan los valores obtenidos por el método estadfstico de regresion lineal, los valores reales

estdn representados por la marca que define a cada cepa.
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~ FIGURA 2 : CURVAS DOSIS-RESPUESTA
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Los valores de pendiente calculados por ¢l método de Regresion Lineal expresan la
potencia mutagénica (nimero de revertantes / ul de muestra) de cada muestra para cada cepa
(Tabla II). Este valor indica ¢l grado en que la muestra provoca eventos mutagénicos en cada

cepa.

TABLA H. POTENCIA MUTAGENICA

Muestra Potencia Mutagénica (Revertantes / pl)
TA98NR | YG1020 | YG1021 | YG1024

Blanca 00822 -] -0.0714 0.13%4 -0.1249

Bl 0.0622 04528 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
BS 1.9266 9.3400 11.1400 | 28.3266
X1 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 2.0783 84791 20.7358
M1 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 menciond anteriormente es la més utilizada para pruebas de

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

cepas utilizadas en este estudio. La actividad imética de nitrorred y acetil-

A:N-hidroxiarilamina O-acetiltransferasa de la cepa YG1020 no ha sido modificada y
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es igual a la de 1 cepa TA98, por lo tanto esta cepa es la que utitizamos comeo patrén de
comparacion para las otras, considerando que su respuesta frente a los nitroarenos es normal,

y ta mis estudiada,

En base a lo amterior, sc observa que la cepa TA98NR, que tiene actividad de
nitrorreductasa disminuida, muestra una respuesta considerablemente menor a la de la cepa
YG1020. La cepa YG1021 con actividad de nitrorreductasa elevada muestra un aumento cn la
respuesta con respecto a la YG1020. Por dltimo ta respuesta de la cepa YG1024 con actividad
de acetil-coenzimaA:Nhidroxiarilamina O-acetiltransferasa elevada, es mucho mayor que Ia de

1a cepa YG1020 y mayor que la de 1a cepa YG1021,

Lo antes observado es evidencia de que la resp mutageénica se debe princiy

a nilroarenos, que COmOo s¢ expuso anteriormente, requieren de activacidn metabélica por las
enzimas nitrorreductasa y acetil-coenzimaA:N-hidroxiarilamina Qacetiltransferasa para provocar

eventos mutagénicos.

En general, si comparamos 1a actividad mutagénica de las muestras, observamos una

actividad considerabl mayor (aproximad el doble de revertantes) en las muestras

recolectadas en la ciudad de México que en aquellas recolectadas en la ciudad de Querétaro. Lo
anterior nos sugicre que puede existir una relacidn entre el nivel de contaminacién y la

mutagenicidad de las muestras.
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En un principio se pretendio hacer una comparacion entre las muesiras recolectadas cn
invierno, que se¢ supone es una época en la que los niveles de contaminacidn se elevan
dramdticamente, y verano, época en que‘]ns condiciones ambientales son mids favorables para
Ia dispersion de los contaminantes. Sin embargo, al estudiar los resultados. no se observa un
patron claro de diferencia entre estas épocas. Debido a que no obtuvimos los datos de niveles
de contaminantes individuales para cada una de las muestras, no podemos afirmar sin lugar a

duda que exista una refacion positiva entre actividad mutagénica y nivel de contaminacién,

La mutagenicidad de cada extracto para cada cepa se define al comparar el dato de
potencia mutagénica del blanco con la potencia de Ia muestra para Ja cepa correspondiente. La
muestri se considera mutagénica en los casos en los que su potencia mutagénica sea del doble

o mis que la del blanco, En [a tabla II resultados en buse a este criterio.

TABLA 111 Mulngt:nibidﬂd de los extractos

Muestra TA98NR YGI020 YGio2 YG1024
Bi No M ¢ M éni A i N cnica
B2 Mutagénica )

B3 Mutagéni

B4 Mutagéni

BS Mutag

X! No M

X2 No M énil

X3 No A i L

X4 N éni B itf M éni Mutagénica
X5 Mutagéni ind Mutacdnt Mutagénic:
M1 No Mutageéni \tutasdi Mutagéni Mutag
M2 \ &ni \ & Mutageénica Mutagini
M3 Mutagénica \ o o - A

Como se observa en las tablas I v TH, para Ia cepa TA98NR la mayoria de las muestras
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no pueden considerarse mutagénicas o solo levemente mutagénicas, mientras que para las demds
cepas casi todas las muestras lo son, en grado menor para la YG1020, mayor para la YG1021
y especialmente alto para la cepa YG1024. Lsta respuesta va de acuerdo con la descripeidn det

comportamiento de las cepas frente u sustancias nitruaromdticas,



CONCLUSIONES

Los resultados indican que existen agentes mutagénicos en los extractos de los filtros de
aire analizados, ademds de que los de ta Ciudad de México presentan mayor actividad que los

de 1a Ciudad de Querétaro.

La cepa YG1024 resulta ser la mds sensible para la deteccién de compuestos mutagénicos

en este tipo de extractos.

Se obtuvieron evidencias que indican la participacién de los nitroarenos en la
mutagenicidad de los extractos, pero a falta de los medios para llevar a cabo la cuantificacion

de nitroarenos por los métodos analiticos reportados en Ia literatura, no fue posible evaluar la

participacion real de estas sut ias en la genicidad de las Sin embargo, se

ohtuvieron evidencias que permiten suponer que la mutagenicidad se debe princip @

nitroarenos, como es el hecho de que las respuestas de as cepas YG1021 y YG1024 son las mds

elevadas.
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PERSPECTIVAS

Siendo fa Ciudad de México la urbe mis poblada del mundo, que cuenta con un volumen
vehicular elevado, una de las zonas industriales mds grandes del pais y especiales condiciones

geogréficas y ambientales, posee un importante problema de contaminacién,

Este estudio revela la posibilidad de que la contaminacion constituya un riesgo a la salud
piiblica ain mds grande de lo que se admite, por lo que consideramos que puede sentar las bases

para estudios posteriores en varlas dreas de investigacién.

Los estudios que nosotros consideramos serian importantes la continuacion de este trabajo
son, entre otros la evaluacién cuantitativa de la participacién de los nitroarenos en la
mutagenicidad de particulas atmosféricas por los métodos analiticos adecuados, la determinacion
de Ia relacién entre los niveles de comaminacion y la actividad mutagénica, la realizacién de
estudios epidemioldgicos con el fin de determinar el riesgo que representan los nitroarenos a la
safud, Ia determinacion de posibles sustancias que inhiban Ia actividad mutagénica de los

nitroarcnos (anti-mutigenos) para tratar de disminuir ¢l efecto nocive de estas sustancias.
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