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Efectos de la contaminacion del aire en células humanas de pulmédn

Effects of air pollution in human lung cells
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RESUMEN

Introduccion. Las PM, ¢ son componentes de la atmosfera de la
Ciudad de México. Contienen, entre otros compuestos, los hidrocar-
buros aromaticos policiclicos, que tienen efectos tdxicos conocidos.
Debido a las diferencias en la composicion de las PM, ¢ en las dife-
rentes zonas de la Ciudad de México, y la falta de informacién sobre
sus efectos, el objetivo del estudio fue evaluar la cito y genotoxicidad
de la fraccion orgénica soluble que contienen los hidrocarburos aro-
maticos policiclicos, de las PM, ¢ provenientes de las estaciones de
monitoreo Noreste (NE), Centro (C) y Suroeste (SO) de la Ciudad
de México, en cultivo de células NL-20 humanas durante 24 horas.
Métodos. Se extrajo la fraccion organica soluble de los filtros con
las PM, ¢ de las diferentes estaciones de monitoreo. Se cultivaron
las células bronquiales humanas y, posteriormente, se realizaron los
ensayos de exposicion a la fraccién organica soluble para evaluar el
efecto en la viabilidad y en la induccion de genotoxicidad.
Resultados. Los resultados mostraron que 0.1 pg/ul de fraccion or-
génica soluble de la estacién Centro fue la mas citotdxica, reducien-
do a 52.4% y 54.2% la viabilidad celular, en las temporadas tanto
de sequia como de lluvia, respectivamente. Esta fraccion organica
soluble indujo anormalidades celulares, como multinucleacion y
atipia nuclear. Los porcentajes contrastaron con los obtenidos de
la estacion NE que fueron 91.2% y 85% a la misma concentracion,
respectivamente (p <0.05). La concentracion de 0.1 ug/ul, tanto de
la estacion NE como de la del C, fue genotoxica.

Conclusiones. La fraccion organica soluble de la zona Centro
fue la mas citotoxica, ya que es la zona con mayor concentracion
de automdviles que son la fuente principal de hidrocarburos aro-
maticos policiclicos.

Palabras clave: contaminacion, aire, hidrocarburos aromaticos,
pulmon, células bronquiales.

ABSTRACT

Background. PM, ¢ are components of the atmosphere of Mexico
City and contain polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), which in-
duce toxic effects. Due to different compositions of the PM, . in all
zones of Mexico City and the lack of information about their effects,
the main purpose of this study was to evaluate the cytotoxicity and
genotoxicity due to soluble organic fractions (SOFs), which con-
tains PAH isolated from the PM, ; collected from several monitoring
stations in Mexico City (northeast, downtown, and southwest) in a
cell culture of human line NL-20 during a 24-h period.

Methods. We extracted the soluble organic fraction of PM, ¢ filters
from the different monitoring stations. Human bronchial cells were
cultured and subsequently assays were performed on the expo-
sure of SOFs to evaluate the effect on the viability and induction of
genotoxicity.

Results. Results show that 0.1 pg/pl of SOF from the downtown sta-
tion was more cytotoxic, reducing cell viability to 52.4% and 54.2%
in both dry and rainy periods, respectively. Also, cellular anomalies
were induced such as multinucleation and nuclear atypia. These
percentages of cytotoxicity contrasted against those obtained from
SOFs from the northeast area that were 91.2% and 85% at the
same concentration during both dry and rainy periods, respectively
(p <0.05). Only at 0.1 pg/ul SOF were the results genotoxic from the
northeast and downtown (p <0.05).

Conclusions. SOFs from the downtown zone were the most cy-
totoxic due to the high concentration of automobiles as the main
sources of PAH.

Key words: pollution, air, polycyclic aromatic hydrocarbons, lung,
bronchial cells.
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INTRODUCCION

La vida en las grandes ciudades demanda el uso de un
gran numero de vehiculos automotores, asi como la que-
ma de grandes cantidades de combustibles fosiles, como
gasolina y diesel.! Se sabe que el parque vehicular que
circula en la Ciudad de México (CM) es de aproximada-
mente 3 millones de automoviles. Se suman ademas las
casi 33,000 industrias localizadas en la zona noreste (NE)
y noroeste (NO) de la Zona Metropolitana del Valle de
Meéxico (ZMVM), que incluye territorialmente al Distrito
Federal (DF), asi como un gran nimero de municipios del
Estado de México (al norte del DF) e incluso algunos del
Estado de Hidalgo.? Por lo tanto, la atmésfera contiene
una mezcla compleja de contaminantes, entre los cuales
estan gases, humos, vapores, particulas organicas, inorga-
nicas y aeroparticulas de origen bioldgico.? Por diferentes
razones, la materia particulada menor a 2.5 pm (PM, ,)
ha despertado la atencion de su estudio, porque represen-
tan una mezcla compleja que puede contener compuestos
tanto de origen natural como del producto de las activida-
des antropogénicas. Pueden contener compuestos organi-
cos tanto ciclicos como no ciclicos, dentro de los cuales
estdn algunos con potencial carcindgeno.* La CM tiene
en funcionamiento, desde 2004, estaciones de monitoreo
para medir las concentraciones de las PM, .. Actualmente
existen redes tanto automaticas como manuales que rea-
lizan la medicion de éstas en la atmosfera de la ZMVM.?
Los estudios clinicos y epidemioldgicos demuestran que
existe mayor riesgo de desarrollar enfermedades pulmo-
nares® y cardiacas,”® debido a la exposicion de las PM, ..
Los primeros estudios descriptivos de los efectos toxicos
en células bronquiales humanas se realizaron analizando
diferentes fracciones extraibles de filtros reteniendo PM,
de la atmésfera de la ZM VM. Estos demostraron el efecto
genotoxico’, citotoxico y proinflamatorio.!%!? Sin embar-
g0, no se conoce el potencial toxico de las PM, , en células
bronquiales humanas. Una forma de analizar este efecto es
evaluar la fracciones extraibles de los filtros que retienen
estas particulas. En el Laboratorio de Cromatografia de
Gases y Espectrometria de Masas del Centro de Ciencias
de la Atmdsfera (CCA)-Universidad Nacional Autonoma
de México (UNAM), se realizo el analisis de la composi-
cion quimica y la distribucion espacial y temporal de los
principales componentes de las PM, . en la atmosfera de
la CM. Este es el primer esfuerzo integral en describir los

principales compuestos contenidos de estas particulas.
Los resultados revelaron que los compuestos organicos se
distribuyen de acuerdo con las caracteristicas industriales
y de las actividades de cada zona. Por ejemplo, las PM,
del NO y sureste (SE) se asocian con fuentes primarias;
en cambio, en las zonas NE, centro (C) y suroeste (SO)
el origen de las PM, ; estd asociado a fuentes secunda-
rias, es decir, a combustion incompleta de combustibles.
La zona NE se caracteriza por compuestos provenientes
de la combustion incompleta de la quema de diesel de la
zona industrial. En cambio, la zona C se caracteriza por la
concentracion vehicular y la combustion incompleta de la
gasolina, que es la fuente principal de las PM, ;. La zona
SO, debido a la direccion de los vientos, se caracteriza por
los compuestos que son desplazados de las zonas NE y C,
modificados, ademas, por la accion de la luz solar, gene-
rando compuestos oxidados. También contiene compues-
tos provenientes de fuentes biogénicas, principalmente de
arboles y otras especies vegetales.*

El presente trabajo se realizd con el objetivo de co-
nocer el efecto de la fraccion organica soluble (FOS) ex-
traida de los filtros con las PM, ; de las estaciones de San
Agustin (NE), Merced (C) y Coyoacan (SO) en células
NL-20 humanas.

METODOS

Extraccion de la fraccién organica soluble (FOS)
de los filtros con las PM, . de las diferentes
estaciones de monitoreo

La extraccion se llevo a cabo en el Laboratorio de Croma-
tografia de Gases y Espectrometria de Masas del CCA-
UNAM. Se localizaron los filtros correspondientes a los
meses de abril (temporada sequia/calido, S/C) y agosto
(temporada lluvia/calido, LL/C) del 2006 de las tres esta-
ciones de muestreo de la CM que seran identificadas como
NE, Cy SO, y que correspondieron a San Agustin, Merced
y Coyoacan, respectivamente.

Todo el material fue previamente lavado con acetona
para evitar contaminaciones.

Posteriormente, los filtros se colocaron en un ma-
traz de 100 ml y se le agregaron 50 ml de diclorometano
(DCM). El matraz se coloco en un ultrasonicador a 60°C,
con el refrigerante a —5.4°C durante 30 minutos. Después
de este lapso, el DCM de esta primera extraccion se paso a
un matraz nuevo y se realizo una segunda extraccion con
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las mismas condiciones. Se dejé enfriar para continuar
con la reduccién, que consistid en colocar el matraz con
los 100 ml finales de producto de extraccion en un rota-
vapor a 30°C, con una presion de 5 pulgadas de Hg y 120
rpm. De esta reduccion se obtuvo un concentrado que se
filtr6 con acrodiscos (MILLEX-NH, de nylon de 33 mm
de didametro y 0.45 um de tamafio de poro), en matraces
aforados de lml, realizando varios enjuagues con DCM.
Cuando la muestra rebas6 1ml, el exceso se evapord con
una corriente muy suave de nitrégeno liquido hasta el afo-
ro a Iml. Finalmente, los extractos se pasaron a viales eti-
quetados y fueron almacenados a —4°C.

La determinacion de la FOS se realizo por diferencia
de peso. Se pesaron los viales vacios en la balanza anali-
tica y, posteriormente, se tomaron 200 pl del extracto an-
tes mencionado, de cada mes y estacion por separado. Se
colocaron en los viales pesados para reducirlos con una
corriente suave de nitrégeno liquido y finalmente fueron
pesados nuevamente (Cuadro 1).

Cultivo de células bronquiales humanas

Se utilizo la linea celular bronquial humana NL-20
(ATCC). Las células se crecieron en medio de cultivo
F12 enriquecido con 4% de suero fetal bovino, 2.0 mM
de L-glutamina, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales,
5 pg/ml de insulina, 10 pg/ml de factor de crecimiento
epidérmico, 1 pg/ml de transferrina, 500 ng/ml de hidro-
cortisona, 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina y 100
U/ml de penicilina-G. Las células se crecieron a confluen-
cia y se despegaron con tripsina 0.05% y verseno 0.01%
en solucion salina al 0.9%. Posteriormente se realizaron
los microensayos de exposicion a la FOS para evaluar el
efecto en la viabilidad y en la induccion de genotoxicidad
mediante el ensayo cometa.

Cuadro 1. Determinacién de la masa de la FOS para cada estacion de
muestreo

Estacion FOS obtenida (mg)
NE, San Agustin, Abril 0.89
NE, San Agustin, Agosto 131
CENTRO, Merced, Abril 0.60
CENTRO, Merced, Agosto 0.40
SO, Coyoacan, Abril 0.92
SO, Coyoacan, Agosto 0.85

FOS: fraccion organica soluble; NE: noreste; SO: suroeste.

Ensayo de viabilidad celular por cristal violeta
Se sembraron 8000 células por cada pozo en una placa
de 96 pozos. Se dejaron adherir durante 24 horas. Al dia
siguiente, se expusieron a la FOS durante 24 horas me-
diante el siguiente esquema experimental: testigo, testigo
con alcohol 96 (vehiculo de la FOS) y las diferentes con-
centraciones de la FOS en dos esquemas:

* esquema A o logaritmico
* esquema B o CCA (Centro de Ciencias de la Atmésfera).

Todos se realizaron por triplicado

Las concentraciones del esquema A fueron 0.1, 0.01,
0.001 y 0.0001 pg/ul de FOS que corresponden al ensayo
tipico de diluciones logaritmicas.

El esquema B consistié de 5, 8, 13, 17 y 20.5 pg/ml de
FOS. Se tiene el antecedente de que en este esquema B se
indujeron mutaciones puntuales en el sistema de Salmone-
Ila, en el operon de la histidina, debido a la FOS obtenida
de las PM, ,, por lo que se consider6 evaluarlo en las célu-
las bronquiales. Por lo tanto, el esquema A representa altas
concentraciones y el esquema B bajas concentraciones de
exposicion a la FOS.

Posteriormente, los pozos se lavaron dos veces con
100 pl de solucion de NaCl al 0.9%, se retir6 esta solu-
cion y se fijaron las células, agregando 100 pl de formol
al 10%. Se incubaron durante toda la noche a 4°C. Pos-
teriormente se lavaron las placas con agua corriente y se
dejaron secar, para agregar 100 pl de cristal violeta (CV)
a cada pozo durante 10 minutos. Finalmente, se recolectd
el excedente del colorante, se lavo la placa con agua co-
rriente hasta retirar todos los residuos y se dejo secar para
su posterior analisis.

Para determinar la viabilidad celular, se agregaron
100 pl de acido acético al 33% a cada pozo, se recolectd
el colorante y se coloco en una celda. Se llevé a 500
ul de volumen con acido acético al 33% y se realizo la
lectura en el espectrofotometro a 595 nm. Se conside-
r6 100% de viabilidad a la lectura obtenida del grupo
testigo (sin exposicion) y a partir de ésta se calcularon
los porcentajes de viabilidad en cada caso expuesto a la
FOS. Finalmente, las células se volvieron a tefiir con el
procedimiento antes mencionado, para posteriormente
obtener microfotografias y evaluar los cambios mor-
fologicos correspondientes en un microscopio Optico
invertido.
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Evaluacion de la genotoxicidad mediante

el ensayo cometa

Primero se retird el medio de cultivo a las células y se
despegaron con 100 pul de una solucion de tripsina-verse-
no al 10% en NaCl al 0.9%. Se incubaron a 37°C durante
10 minutos. Las células despegadas se recolectaron en
microtubos de 0.6 ml (un tubo por pozo). Se centrifuga-
ron a 2000 rpm durante 5 minutos, se retir6 la solucion
cuidadosamente sin tocar el boton celular, y se agregaron
150 pl de medio completo.

Para los ensayos cometa se realizaron las preparacio-
nes en portaobjetos precubiertos con agarosa de punto de
fusion normal. Se mezclo la suspension celular con aga-
rosa de bajo punto de fusion, después se introdujeron en
solucion de lisis fria (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris10
mM pH 10, Triton X-100 1%, DMSO 10%, los tltimos
dos componentes son anadidos antes de usarse), al menos
por 1 hora. Posteriormente, permanecieron en una cdmara
de electroforesis horizontal con amortiguador a pH 13 por
20 minutos para que se llevara a cabo la desnaturalizacion
del ADN. Finalmente, se realiz6 la electroforesis a 25 vol-
tios y 300 mA durante 20 min, para permitir la separacion
del ADN fragmentado. Después, se retir6 el exceso de
alcali con un amortiguador neutro (Tris 4M) y se fijaron
con etanol al 100%. Se tifieron con bromuro de etidio (2
pg/ml) y se observaron al microscopio de fluorescencia
equipado con un filtro de excitacién de 515-560 nm y un
filtro barrera de 590 nm. Empleando el programa Comet
Assay IV, se analizaron 25 nucleos de 3 preparaciones por
grupo. Este programa mide la longitud de la cabeza, in-
tensidad de la cabeza, longitud de la cola, intensidad de
la cola y momento de la cola de cada uno de los nticleos.

Figura 1. Induccién de cometas por efecto de la fraccion organica
soluble de los filtros de la ciudad de México. Utiliza el principio de
la disminucion del ntcleo de la célula (N), a expensas del aumen-
to en el largo (L) de la cola del cometa (zona punteada). A) Célula
testigo. B) Célula con dafio nuclear. Tincién con bromuro de etidio
y microscopia de fluorescencia (200X).

De los parametros anteriores se consider6 el del momento
de la cola, ya que toma en cuenta tanto la longitud como
la intensidad de la cola del cometa, que es la cantidad de
ADN fragmentado por el efecto genotoxico (Figura 1).
Esta medicion se denomind indice de genotoxicidad (IG).

Andlisis estadistico

Las diferencias en los porcentajes de viabilidad, asi como
la induccién de la FOS se evaluaron mediante un ANO-
VA. Se consideraron significativas las diferencias cuando
el valor de p <0.05.

RESULTADOS

Viabilidad celular por efecto de la FOS

Se realizaron los ensayos concentracion-respuesta en la
viabilidad celular utilizando los esquemas A y B descritos
anteriormente. Estos resultados mostraron un aumento en
la viabilidad, que se interpreta como proliferacion celular
(por efecto de la FOS) en las estaciones NE y SO. Esto no
se observo en las células expuestas a la FOS de la zona
C. De primera instancia siempre fue menor al 100% y, a
mayor concentracion de la FOS, disminuy¢ la viabilidad
celular, principalmente en la FOS obtenida de la tempora-
da de sequia. De esto se puede decir que los componentes
organicos de los filtros con PM, ¢ de la zona C contienen
compuestos toxicos que inducen la disminucion en la
viabilidad de las células bronquiales, con una concentra-
cion letal media (CL)) de 0.1 pg/pl para el esquema A
y de 17 pg/ml para el esquema B (Cuadro 2). Se puede
observar que en ambas temporadas los compuestos de la
FOS de la estacién NE practicamente no fueron toxicos:
el menor porcentaje de viabilidad se observd a 17 pg/ml
y que correspondi6 al 85%. Sin embargo, todas estas di-
ferencias con respecto al testigo fueron significativas (p
<0.05). Esto se puede corroborar también en la Figura 2
que ilustra minimos cambios celulares en cuanto a mor-
fologia y respuesta de las células NL-20, y se observa un
numero celular similar entre el testigo (Figura 2A) y to-
dos los expuestos a la FOS de la estacion NE (Figuras 2
B-E). Una respuesta similar se observo con el efecto de la
FOS de la estacion del SO. Sin embargo, en la temporada
de lluvias se registré un aumento discreto en la viabilidad
para las dos concentraciones del esquema B, lo que signi-
fica proliferacion celular. Las concentraciones de 0.1 pg/
uly 17 pg/ml resultaron ser mas toxicas, ya que indujeron
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Cuadro 2. Efecto en la viabilidad de las células NL-20 por las diferentes FOS de las estaciones NE, CENTRO y SO de la Ciudad de México

Estacion monitoreo NE CENTRO SO
Temporada Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia
Esquema A
0.0001 pg/ul 98.4 + 0.002 98.7+0.0 88.4 + 0.001 97 + 0.002 84.2 +0.001 107.7* + 0.005
0.1 pg/ul 91.2 +0.001 74 £0.003 52.4* + 0.002 54.2* + 0.003 74.3* £ 0.004 78.1 £ 0.001
Esquema B
5 pg/ml 98.7 £ 0.001 90 £ 0.001 85.9 + 0.003 74.6 = 0.004 107.7 £ 0.006 102.0 £ 0.007
17 pg/ml 84.9* £ 0.006 122.4* + 0.007 51.3* + 0.002 96.1 + 0.001 50.9* £ 0.003 103.6* = 0.002
Las cifras representan el porcentaje de viabilidad.
NE: noreste; SO: suroeste
*p <0.05

Testigo 0.0001 ug/pl 0.1 pg/ul 5 pg/ml 17 pg/ml

Figura 2. Cambios morfologicos de
células NL-20 expuestas a diferentes
concentraciones de la fraccion orgéani-
ca soluble (0.0001 pg/ul, 0.1 pg/ul, 13
pg/mly 17 pg/ml), de tres zonas de la
Ciudad de México. (B-E) zona Noreste
(NE); (F-l) zona CENTRO; y (J-M) zona
Suroeste (SO). Se observaron cambios
importantes en células expuestas a 0.1
ng/ul (flechas). Con mayor detalle se ob-
serva la induccion de vacuolas (flechas
en recuadro), que no estan presentes
en las células testigo (A). Tincion con
cristal violeta (200X).

CENTR@

viabilidades de 74.38 y 78.17%, respectivamente. Esto se
puede corroborar al observar una disminucién de células
por campo (Figuras 2K y 2M, respectivamente). También
en todas las concentraciones se observaron diferencias
significativas (p <0.05) con respecto al testigo. La FOS
de la estacion C, como anteriormente se menciono, fue la
mas toxica pues se observaron CL; a 0.1 pg/ul en ambas
temporadas, y a 17 pg/ml s6lo en la temporada de sequia.
A estas concentraciones se observo la disminucion de cé-
lulas por campo, y la presencia de algunas de ellas con sig-
nos de muerte, como vacuolizacién importante en el cito-
plasma (Figura 2G, y amplificacion). Llama la atencién del
cambio observado en grupos celulares multinucleados y co-
lonias con caracteristicas atipicas en las células expuestas a

AL TR

0.0001 pg/mly 17pg/ml (Figuras 2F y 21). Lo que es paten-
te en las FOS es que la temporada de lluvia produce una
disminucion de los compuestos toxicos, pues es cuando
los porcentajes de viabilidad se incrementan respecto a los
observados en la temporada de sequia. De estos resultados
se puede concluir que los compuestos contenidos en las
FOS de las tres estaciones son diferentes entre si, ya que
las células bronquiales respondieron de manera diferen-
cial. Los compuestos organicos de la FOS de la estacion
C son los mas toxicos quiza por su contenido (Cuadro 3),
asi como capaces de inducir cambios atipicos celulares.
La temporada de lluvia produce una reduccion de estos
compuestos toxicos, ya que la viabilidad se incrementa
con respecto a lo observado en la temporada de sequia.
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En relacion con el potencial toxico de las FOS extraidas
de las PM, ; revelaron este patron de respuesta: CENTRO
> SO > NE.

Genotoxicidad inducida por la FOS

Una vez caracterizado el potencial toxico de las diferentes
FOS de las tres estaciones, el siguiente paso fue evaluar su
potencial genotoxico (Cuadro 4). Se realizaron los ensa-
yos cometa para medir la genotoxicidad inducida a las ma-
yores concentraciones probadas. Se puede observar que en
la temporada de sequia se indujo el doble de IG a 0.1 pg/
ul en las estaciones NE y CENTRO; y ligeramente mayor
en la SO con respecto al testigo. Sélo en estas fueron sig-
nificativas (p <0.05). En cuanto a la temporada de lluvia,
no se encontraron IG inducidos por estas FOS en las es-
taciones. En resumen, se puede decir que sdlo las FOS de
la temporada de sequia fueron genotdxicas en las células
bronquiales, y que en la temporada de 1luvia se reduce el
potencial genotoxico de las FOS.

Concentraciones de compuestos organicos en
las estaciones NE, CENTRO y SO

Finalmente, se decidié comparar los tipos de compuestos pre-
dominantes en cada una de las estaciones y en ambas tempo-
radas. El Cuadro 4 muestra, de manera general, que las con-
centraciones de PM, ;, Benzo-o, Benzo-ghi, HAP-pesados,
7-HAP-car y Nitro-HAP fueron siempre mayores en la tem-
porada de sequia que en la de lluvia. Este hecho correlaciona
con la disminucion en la viabilidad en las células NL-20 solo
a 0.0001 pg/ul y a 17 pg/ml. Los resultados revelan que no
existe una tendencia a considerar que a las mayores concen-
traciones de cualquier esquema tenga la propiedad de ser mas
toxico. Pero lo que si es patente es que al menos para PM, ,
Benzo-ghi, HAP-pesados y Nitro-HAP contenidos en las frac-
ciones de la zona C siempre fueron mayores que las obteni-
das de las estaciones NE y SO; y que correlaciona de manera
general tanto con la menor viabilidad (Cuadro 2) como con
las alteraciones celulares observadas justamente en las células
expuestas a la FOS obtenida de esta estacion (Figura 2).

Cuadro 3. Contenido de componentes en los filtros de las tres estaciones de monitoreo

NE CENTRO SO
Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia
PM, ¢ (ng/md) 25.56 £5.0 11.25 +5.50 27.0+7.20 1480+7.0 22.61 +5.50 12.2+£5.27
Benzo-a (ng/md) 0.41+0.18 0.28 £0.12 0.35+0.44 0.32+0.12 0.27 +0.14 0.19 £ 0.09
Benzo-ghi (ng/m?) 1.21+041 0.82 £0.27 1.70+0.42 1.25+0.36 1.04 +0.40 0.78 £0.27
HAP-pesados (ng/mq) 5.12+2.01 335+13 5.64 +1.85 3.74+£1.30 3515 2.34+£0.95
7-HAP-car (ng/md) 2.7+0.95 1.76 £0.74 2.70+£0.88 1.70 £ 0.56 1.70+0.70 1.06 £0.40
Nitro-HAP (ng/m3) 135.6 + 66.0 132.0 £ 68.0 150.4 £ 65.0 132.3+70.3 98.4 £46.3 95.7+38.1
Alcanos C,g ,, (ng/m?) 7.76£3.0 7.05+3.0 3.62+20 35+1.80 2.10+1.10 2.405 +0.88
Alcanos Cy, ¢ (ng/md) 34.0+13.8 30.1+7.20 29.1+11.36 23.3+£5.82 12.1+4.44 13.5+£5.70
Alcanos C,, ,, (ng/md) 30.1+16.4 8.64+3.11 31.55+20.0 9.06 + 3.36 26.0+17.10 8.82+2.73

NE: noreste; SO: suroeste; HAP: hidrocarburos aromaticos policiclicos

Cuadro 4. Genotoxicidad inducida en las células NL-20 por las diferentes FOS de las estaciones NE, CENTRO y SO de la Ciudad de México

Estacién monitoreo NE CENTRO SO
Temporada Sequia Lluvia Sequia Lluvia Sequia Lluvia
Testigo 0.7 +£0.14 1.6 £0.12 1+0.18 1+0.16 1.4+0.17 1.8 £ 0.26
Esquema A
0.1 pg/pl 15 +0.18 1+0.12 1.9*+0.15 1.2*+0.16 1.3*+0.13 1.8 £ 0.16
Esquema B
17 pg/ml 0.85% + 0.24 1.2 +012 0.87%+0.12 1*+0.17 1.8+0.23 1.6 + 0.18

Los valores se expresaron como indice de genotoxicidad (IG).
NE: noreste; SO: suroeste.
*p <0.05

112

Bol Med Hosp Infant Mex



Efectos de la contaminacion del aire en células humanas de pulmén

DISCUSION

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto bioldgico de
la FOS extraida de filtros de tres estaciones de monitoreo:
NE, Cy SO de la CM, en cultivos de cé¢lulas bronquiales
humanas. Los resultados mostraron, en primera instancia,
que por la composicion quimica de la FOS de las tres es-
taciones hay ciertas diferencias en cuanto al contenido de
los compuestos organicos analizados, asi como en la canti-
dad de PM, ; totales. Se observo una elevacion en las con-
centraciones de la PM, , asi como en Benzo-ghi, HAP-
pesados y Nitro-HAP en la FOS obtenida del filtro de la
estacion C. Esto correlaciono, ademas, con los porcentajes
de menor viabilidad que se observaron principalmente en
las células expuestas a la FOS de esta estacion, y represen-
taron concentraciones cercanas a la CLg. Al cuestionarse
acerca de cudles serian los mecanismos de dafio de los
HAP sobre las células que inducen la toxicidad, se plante6
que los HAP son compuestos hidrofébicos y pueden entrar
a las células, atravesando la membrana plasmatica. Plant
y colaboradores plantearon un sistema de tres medios que
pueden explicar la entrada de los HAP.'3 El primero es la
existencia de un acarreador de los HAP, que pueden ser
lipoproteinas o vesiculas fosfolipidicas, incluso albumina.
Esto proviene de la observacion de que al agregar suero
aumenta el metabolismo de los HAP.'* De ahi, transportar
los HAP al segundo medio (que es la membrana celular)
puede ser rapido, como lo han reportado Penn y colabora-
dores.!® Sin embargo, el transporte al tercer medio, que es
cualquiera de los compartimientos intracelulares —inclui-
da la membrana nuclear— no se ha comprobado. Lo cierto
es que los HAP no pueden difundir a través de un medio
acuoso!® y siempre van a requerir un vehiculo/acarreador
lipidico. Un efecto que puede provocar un HAP al inte-
raccionar con la membrana citoplasmatica es la de romper
su equilibrio al intercalarse en la bicapa lipidica. Si bien
es dificil demostrar esto en la célula, existen algunos mo-
delos como el de calorimetria diferencial de barrido de la
bicapa lipidica.!” Esta técnica detecta el desorden de una
estructura lipidica por la presencia de moléculas extrafias.
Librando y colaboradores demostraron por esta técnica
que los HAP fluoreno, fluoranteno y el indeno (1,2,3-cd)
pireno dispersados en liposomas, inducen desorden de la
bicapa.!” Los tres HAP son incapaces de migrar a través
del medio acuoso, pero cuando se ponen en contacto li-
posomas cargados con los tres HAP e interaccionan con

liposomas vacios, al menos el fluoreno es capaz de migrar
de una membrana liposdémica a otra que no lo contiene. No
sabemos cudles de los HAP contenidos en las FOS anali-
zadas pueden estar provocando el desorden de la mem-
brana y, en consecuencia, iniciar la lisis celular. Lo cierto
es que el Benzo-ghi perileno y los Nitro-HAP son los que
se encuentran a mayores concentraciones en los filtros de
la estacion C, respecto a los compuestos organicos de las
otras dos estaciones. Es dificil en este momento postular
que uno o ambos estén participando fuertemente en indu-
cir la muerte e iniciarla a nivel de membrana en las células
bronquiales. Sin embargo, es un antecedente importante
para iniciar un estudio de desorganizacion de la membrana
y comparar la capacidad de hacerlo en cualquiera de estos
dos o la mezcla de ambos. Ademas, ésta es una respuesta
rapida que se registro a las 24 horas de exposicion. Otra
forma es que los HAP pueden transferirse de manera di-
recta de las particulas ultrafinas a la membrana plasmati-
ca.'” Finalmente, también pueden hacerlo mediante trafico
de vesiculas. El analisis por microscopia de luz revela que
las particulas producidas por combustion de diesel que
contienen las mayores concentraciones de HAP, pueden
entrar a la célula rodeadas de una membrana, en el interior
de una vacuola.'®

Los resultados del presente estudio con la técnica uti-
lizada que midi6 viabilidad, cristal violeta, revelaron un
efecto a nivel de membrana celular: células sin dafio retie-
nen el colorante, después de lavados fuertes. Existen otros
efectos, como la activacion de la via de los aril-hidrocarbu-
ros (AhR), que utiliza una proteina de membrana que es el
receptor AhR, y posteriormente activa una serie de sefiales
entre las cuales estan la activacion/expresion de genes de
la fase I de la activacion de los compuestos xenobidticos,
como los citocromos; la activacion/expresion de los genes
de la fase II de desintoxicacion de estos compuestos como
glutation-sulfhidrilo-transferasa, enzimas glucuronizantes
que modifican con el objeto de aumentar su hidrosolubili-
dad. Y, finalmente, otros genes blanco relacionados a pro-
cesos tan generales como apoptosis, necrosis y autofagia,
que pueden participar en la respuesta biologica pero no
fueron evaluados en el presente estudio.!”

Se observo menor efecto toxico debido a las FOS de
las estaciones del NE y del SO. Un hecho similar también
lo reportaron otros analizando las PM, ¢ de otras ciudades
de Estados Unidos.?’ Por ejemplo, Chirino y colaborado-
res comprobaron que las PM,, producen dafio y dismi-
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nucion en los sistemas de defensa antioxidante, pero no
afecta la viabilidad de las células.?! La disminucion del
efecto toxico de las FOS principalmente en la temporada
de lluvia, es un hecho que se ha demostrado de manera in
Vitro en muestras tomadas en Paris,?? y el efecto es el “la-
vado” y disminucién de la concentracion de varias sustan-
cias entre ellas, probablemente los compuestos organicos
de la FOS. Sin embargo, a veces el efecto toxico discreto
de las PM, ; o de las FOS esté asociado a la generacion de
radicales libres o iones superoxido y peroxido, que quiza
dafian de manera importante el nicleo y no la membrana
celular.”? Lo cierto es que las FOS de las temporadas de
sequia reducen la viabilidad de manera evidente, en com-
paracion con el efecto de la FOS de temporada de lluvias
(Cuadro 2). Sin embargo, las muestras menos toxicas que
reducen de manera discreta la viabilidad, como las FOS de
las estaciones NE y SO, no producen genotoxicidad im-
portante. Las FOS pueden activar genes que participan en
el inicio de respuestas inflamatorias, mas que en la induc-
cién de muerte celular.?>?? Lo que es patente es la respues-
ta debida a la FOS, mas que a las fracciones hidrosolubles
o PM,  lavadas previamente.?*

La genotoxicidad debida a la FOS se ha reportado
en otros momentos, debido a las PM, de la CM!!:43 y
PM, ..%® Para la induccién del efecto genotoxico se pro-
pone que los HAP contenidos en la FOS pueden inducir
la formacion de radicales superoxido, asi como activacion
metabolica de los mismos, formando compuestos toxicos
que pueden interaccionar directamente con centros nu-
cleofilicos, como las bases nitrogenadas del ADN, inter-
calarse y formar aductos. O, indirectamente, mediante el
dafio al ADN via la formacion de los radicales superdxido.
Sin embargo, todos estos estudios puntualizan el hecho de
que el efecto genotoxico también depende de la compo-
sicion de los HAP,”” y en nuestro caso de los HAP conte-
nidos en la FOS. Tal es el caso de la FOS de la estacion
CENTRO que contiene mayor concentracion de PM, ¢
totales, asi como Benzo-ghi, HAP-pesados y Nitro-HAP.
Sin embargo, estas FOS no inducen efecto genotoxico tan
notable como el producido por FOS obtenida de la quema
de lefia, y del hollin (Villeda-Cuevas 2012, resultados no
publicados).

Podemos concluir que las FOS de las estaciones NE,
C y SO en la temporada de sequia presentaron efectos ci-
totoxicos, de los cuales la FOS de la estacion C fue mas
citotoxica y también fueron genotoxicos a la concentra-

cion de 0.1 pg/uL, tanto en la estacion NE como en la del
C. Este es el primer estudio que evalua el efecto toxico de
FOS obtenida de filtros PM, 5 de la CM en células de una
linea bronquial humana en México.

Se evaluara el efecto de la exposicion a las FOS en la
induccidn/activacion de la via AhR, asi como la activacion
de otras vias como la de apoptosis, autofagia y microR-
NAs de respuesta a HAP ambientales y que regulan otros
procesos como viabilidad celular y diferenciacion entre
otros.
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