Rev.MVZ Cérdoba 18(Supl):3731-3737, 2013.

ORIGINAL

Actividad mutagénica y genotoxica del material
particulado PM, _ en Cicuta, Colombia

Mutagenic and genotoxic activity of particulate matter PM,
from Cucuta, Colombia

Ricardo Belefio H,' Qco, Alfonso Quijano P,* Ph.D, Ivan Meléndez G,** M.Sc.

Universidad de Pamplona. Facultad de Ciencias Basicas. Pamplona, Colombia, 'Grupo de Investigacion
en Quimica. 2Grupo de Investigacion en Biologia Molecular. “Correspondencia: imgelvez@unipamplona.
edu.co.

Recibido: Marzo de 2012; Aceptado: Febrero de 2013.

RESUMEN

Objetivo. Determinar la actividad mutagénica y genotdxica del material particulado PM, , captado cerca de
una via de alto flujo vehicular en Clcuta, Colombia. Materiales y métodos. Entre Enero-Julio de 2011, el PM,
fue monitoreado con un equipo Partisol 2025 Plus usando filtros de cuarzo Palmflex. La actividad mutagénica y
genotdxica de los extractos del PM,  fue determinada usando dos ensayos: el test de Ames y el ensayo cometa.
En el ensayo mutagénico se utilizd la cepa TA 100 de Salmonella Typhimurium. Para determinar el dafio genotdxico
se utilizaron linfocitos de sangre periférica. Resultados. Por primera vez en la region fronteriza de Colombia
y Venezuela, se reporta la actividad mutagénica y genotoxica asociada con el PM, ; de Cucuta. Los resultados
muestran actividad mutagénica en la cepa de Salmonella Typhimurium TA-100 y genotoxicidad en linfocitos
humanos de sangre periférica. Conclusiones. En las muestras del material particulado PM, ; de la ciudad de
Clcuta se encuentran compuestos que inducen mutaciones, asi como compuestos que pueden penetrar hasta
la célula e inducir dafio en su ADN, lo que puede representar un riesgo en la manifestacion de enfermedades
tales como el cancer en la poblacic’m expuesta.

Palabras clave: Ensayo cometa, Salmonella typhimurium, Test de mutagenicidad (Fuente: MeSH).

ABSTRACT

Objective. To determine mutagenic and genotoxic activity of particulate matter PM, . collected in high vehicular
traffic way of Cucuta, Colombia. Materials and methods: Between January to July of 2011, PM, . was monitored
by a Partisol 2025 sequential air sampler by using Plus Palmflex quartz filters. The mutagenic and genotoxic activity
from extract of PM, ; was determinate by using two assays: the Ames test and comet assay. In the mutagenic
assay we used the Salmonella Typhimurium strain TA-100. To determine the genotoxic damage peripheral blood
lymphocytes were used. Results: This is the first study that has been conducted in border region of Colombia
and Venezuela that reports the mutagenic and genotoxic activity associated with particulate matter PM, . from
Cucuta. The result show mutagenic activity in the Salmonella Typhimurium strain TA-100 and genotoxicity in
peripheral blood human lymphocytes. Conclusions: Samples of particulate matter PM, . from Cucuta city were
found, compounds that induced mutation by base substitution were found, also compounds that can reach the
cell nucleus and induced genotoxic damage in their ADN were found. This can represent a risk in the population
exposed for manifestation for diseases such as cancer.

key words: Comet assay, mutagenicity test, Salmonella typhimurium (Source: MeSH).
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INTRODUCCION

Un requisito basico para la salud y el bienestar
humano es respirar un aire limpio, la contaminacion
atmosférica es una amenaza significativa para la
salud por la presencia en el aire de materias
o formas de energia que implican riesgo,
dafio o molestia grave para las personas (1).
Los contaminantes del aire generalmente se
clasifican en particulas en suspension-material
particulado (PM), contaminantes gaseosos y
olores. La contaminacién ambiental del aire se
debe a las actividades industriales y al trafico
vehicular. Diferentes estudios epidemioldgicos
sugieren que la contaminacién ambiental del
aire puede ser la responsable del incremento del
cancer pulmonar (2).

El material particulado (PM) estd compuesto
por una mezcla heterogénea de particulas de
diferentes tamafios y composicion quimica,
algunas de los cuales se emiten directamente
mientras que otras son productos de la oxidacion
de estas emisiones directas (3).

La principal fuente de PM en nuestras ciudades
son los procesos de combustidn, en los cuales
se incluyen fundamentalmente las emisiones
vehiculares (4). La exposicion al material
particulado (PM) ha sido asociado con numerosos
efectos adversos a la salud (5) y varios estudios
especificos relacionan la exposicién del PM
proveniente de los vehiculos con muertes
prematuras (6,7)

De acuerdo con su proceso de formacion las
particulas se pueden dividir en dos grupos:
finas y gruesas. Las particulas finas son las de
didmetro aerodindmico comprendido entre 10 um
(PM ), 2.5 pm (PM,,) y 1 pm (PM ,,, son de
mayor peligrosidad al ser totalmente respirables
y tienen la capacidad de penetrar y depositarse
en la regidn traqueo bronquial y alveolar del
tracto respiratorio (8), Estas particulas absorben
sustancias organicas de alta toxicidad (9), que
estan implicadas en la aparicién de enfermedades,
incluyendo problemas respiratorios, cancer,
artritis reumatoide, ataque al corazoén y el
envejecimiento (10). Por lo tanto, las particulas
finas en el aire se consideran mas toxicas que
las particulas gruesas (PST mayores de 10 um),
ya que estas se depositan principalmente en las
cavidades nasal y oral (11).

Varios estudios que evallan la actividad
mutagénica del PM atmosférico, concluyen que
los componentes mutagénicos estan localizados
en la fraccion de particulas de menor tamafio,
entre 2.0-3.3 ym de didmetro (12), lo que
constituye efectivamente un riesgo para la
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salud. El impacto del PM en la salud, se debe
a que las particulas finas (PM,, y PM,,) tienen
la capacidad de inducir estrés oxidativo en las
células a través de la produccion de especies
reactivas de oxigeno (13,14), de igual manera
el material particulado podria inducir mutacion
a través de compuestos organicos tales como
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), que
son carcindgenos humanos reconocidos (15) o
por la presencia de compuestos inorganicos tales
como sulfatos, nitratos y metales (16).

El PM proveniente del diesel ha sido clasificado
como un contaminante atmosférico toéxico,
debido a sus propiedades carcinogénicas y
mutagénicas (17). Potencialmente puede causar
problemas respiratorios, cardiovasculares e
inducir a reacciones alérgicas (18-20). Ademas,
estd implicado en el incremento de la morbi-
mortalidad seglin el grado de exposicién
ambiental (21). El PM proveniente de la gasolina
es considerado un posible carcinégeno humano,
ya que contiene componentes téxicos como
el benceno, 1,3 butadieno, y metil-ter-butil-
éter (MTBE) (22). Es conocido que las fuentes
moviles contribuyen significativamente al nivel
de mutagenos en el aire (23). La presencia de
mutagenos en el aire atribuida a las fuentes
moviles es debida a la correlacidon positiva entre
mutagenicidad indirecta y benzo [g, h, i] perileno,
que es un indicador de HAP emitidos por los
escapes de motores diesel y gasolina (22).

Las concentraciones de Pb, Zn, V, Cd en el aire,
(24) estan relacionadas con la mutagenicidad
de accion directa de la materia orgéanica
particulada; estos metales son emitidos desde
distintas fuentes como los automoviles, los
calentadores de agua de las casas y otras fuentes
de combustion.

El objetivo del presente estudio fue determinar la
actividad mutagénica y genotdxica del material
particulado PM, ., captado cerca de una via
de alto flujo vehicular en la ciudad de Cucuta,
Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de muestreo del PM, ; El monitoreo del PM
fraccion respirable PM, . se realizé en la localidad
de Cucuta, Colombia en el periodo de enero-Julio
del afio 2011, con el equipo Partisol- 2025 Plus
de la Ruprecht-Patashnik, que se ubica en la
azotea del edificio del CREAD de la Universidad de
Pamplona en la Diagonal Santander que es una
zona céntrica, donde predomina un mayor flujo
de vehiculos de transporte publico y particular,
que utilizan como combustible el diesel y la
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gasolina. Las muestras ambientales de PM, ,, se
recolectaron en un filtro Palmflex de microquarzo
de 47 mm, en muestreos de 24 horas, con una
frecuencia de tres dias.

Tratamiento quimico de los filtros. Extraccion
Soxhlet. La materia organica particulada
presente en los filtros de PM, ; fue extraida con
una mezcla de Diclorometano (DM) (Mallinckrodt
Chemicals) y Acetona al 99.8% (v/v), (RA
Chemicals) (1:1, la extraccion se realizé por 48
horas en ciclos de 13 minutos.

Extraccion por ultrasonido. Se utilizé un bafio
ultrasénico (Branson 1510, modelo 1510R-MT).
Los filtros provenientes del monitoreo del PM, .
se colocaron en un vaso de precipitado con 20
ml de DM/Acetona 1:1 durante 10 minutos a
temperatura de 239C-249C; seguidamente se
hicieron dos repeticiones utilizando 15 ml por 10
minutos a 23°C-240°C.

Concentraciéon de material organico. Una
vez obtenido el extracto, se concentré en un
evaporador rotatorio de vacio, marca Heidolph
modelo Laborota 400-1, a una temperatura de
30°C a 150 rpm; hasta alcanzar un volumen
aproximado de 2 ml. Posteriormente el extracto
se transfirio a viales, se sellaron y se mantuvieron
en refrigeracidon y en la oscuridad hasta su
analisis.

Deteccion de la actividad mutagénica. El efecto
mutagénico de los extractos del PM, , del aire de
Clcuta, se determind por medio del test de Ames,
usando el protocolo descrito por Maron y Ames
(25). En esta prueba el indicativo de la mutacidn
esta dado por la reversion his- a his*, las
revertantes se identifican porque crecen en medio
minimo sin histidina. Se trabajo con una cepa de
Salmonella Typhimurium cepa TA 100 en la cual
se produce la reversion por sustitucion de un par
de bases. Con cada muestra se trataron 107 UFC,
se utilizaron controles positivos y negativos. Para
el control positivo se utilizé 4-nitroquinolina éxido
(4-NQO). Como control negativo se us6 DMSO
al 12%. Se catalogd como respuesta positiva,
los resultados que presentaron un incremento
significativo de revertantes con relacién al control
negativo y este resultado fue reproducible. Para
realizar los analisis mutagénicos y genotdxicos
se evaluaron tres concentraciones de material
particulado (50 pg, 100 pg y 150 ug). Para
verificar la reproducibilidad de los resultados se
realizaron tres experimentos independientes,
cada uno por duplicado.

Deteccion del dafio en el ADN. Para detectar
ruptura del ADN se utilizd el Ensayo "COMETA” en
microgel de una célula. Se siguio la metodologia
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propuesta por Singh et al en 1988 (26). Esta
metodologia consta de los siguientes pasos: Se
tomaron 200 ml de suspension de células (1x10°
UFC) se incubaron con 50 ml de la concentracion
de PM a ensayar. Luego se extraen 10 ml y se
mezclan con 75 ml de agarosa de bajo punto de
fusion (LMA) al 0.5 % (p/v), esta suspension
se pipetea sobre portaobjetos previamente
impregnados con agarosa de punto de fusidn
normal y se cubre con cubreobjetos. Los
portaobjetos se conservan a 3°C por 6 min para
favorecer la polimerizacién de (LMA), se retira la
laminilla y se agregan 100 ml méas de (LMA), se
vuelve a conservar otros 6 minutos. Luego los
portaobjetos se sumergen en solucién de lisis
fresca (2.5 M NaCl, 100 mM Na EDTA, 10 mM
Tris, 10% (p/v) DMSO, 1% (p/v) Sarcocinato de
Na, 1% (v/v) Triton X-100) a pH 10. Se deja en
nevera a 3°C minimo durante 1 hora. Después de
la lisis, los portaobjetos son lavados y colocados
en una camara de electroforesis horizontal con
tampon alcalino de electroforesis (pH 13) durante
30 minutos, luego se realizd la electroforesis a
25V, 300 mA durante 30 min.

Los portaobjetos se tifien con Bromuro de Etidio y
se observan en Microscopio de Fluorescencia con
un aumento de 400X. Se cuentan 50 células por
placa. La ocurrencia de dafio en el ADN se basé en
la longitud de la cola del cometa, inducida por la
ruptura del ADN. Se determiné que el daino basal
fue de 41 mm que es la longitud total producida
por otros factores diferentes al tratamiento. Se
establecieron categorias de dafno para mostrar
que el dafio no se distribuye uniformemente en
todas las células, lo cual puede ser una ventaja,
debido a que la exposicidn no necesariamente
afecta a todas las células, disminuyendo asi
el riesgo. Los rangos establecidos fueron los
siguientes: de 0 a 41 pm, tipo de dafio 0= no
dafio; de 42 a 83 um, tipo de dafio 1= dafio bajo;
de 84 a 125 um, tipo de dafio 2= dafio medio
y mayor a 126 ym, tipo de dafio 3 = dafo alto.
Las células usadas fueron linfocitos humanos de
sangre periférica, que fueron obtenidas de un
voluntario joven (25 afios), a saber saludable, no
fumador, sin ningun tipo de tratamiento clinico,
no deportista de alto rendimiento. Para medir
reproducibilidad de los resultados se hicieron
cuatro experimentos por cada tratamiento y en
cada uno se contaron 100 células. Como control
positivo se utilizé el perdxido de hidrégeno 25mM
y como control negativo dimetil sulfésido (DMSO
1% (p/v)), que es el disolvente de las muestras.

Analisis estadistico. Se determind la
homogeneidad de varianzas usando la prueba
de Levene. Si el comportamiento de los datos era
paramétrico, se aplicaba el Anélisis de varianza
(ANOVA). Si los datos no eran paramétricos
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se utilizaron las pruebas de Mann-Whitney y
Wilcoxon. Se utilizé la prueba de Dunnett para
determinar el nivel de significancia entre el
tratamiento y control, asi como la prueba de
Tukey para comparaciones multiples. Los valores
se expresaron como la media, la desviacion
estandar (X£DS) y las pruebas se consideraron
significativas (p<0.05).

RESULTADOS

Rendimiento de las extracciones de los
filtros de PM, ; obtenido por ultrasonido y
Soxhlet respectivamente. Los valores de los
porcentajes de rendimiento de los extractos de
material particulado PM, ; fueron establecidos de
acuerdo al peso en gramos que contenia cada uno
de los filtros antes y después de la extraccion.
La extraccion por medio de destilacion Soxhlet
produjo un porcentaje de 61%. Al trabajar por
ultrasonido, los rangos de extraccion oscilaron
entre 96 y 98%.

A partir de los datos registrados en la tabla
1, se hallé la Razén de Mutagenecidad (RM)
que es igual a RI/RE, donde RI = revertantes
inducidos por el tratamiento y RE = revertantes
espontaneos. La razén de mutagenicidad es el
numero de veces que la respuesta del tratamiento
supera el control negativo.

La tabla 1 y la figura 1, muestran que las dosis
de 50, 100 y 150 pg inducen una actividad
mutagénica dependiente de la concentracion,
siendo altamente significativo con respecto al
control negativo (p<0.05) para las dosis de 100

y 150 pug.

Esta respuesta se origina por mutagenos que
causan mutacion por sustitucion de bases,
dentro de los cuales se encuentran los HPA

Tabla 1. Mutagenicidad y razén de mutagenicidad (RM)
de diferentes dosis del PM , ;. del aire de Clicuta,
analizados con la cepa TA-100 de Salmonella
Typhimurium.

Promedio de revertantes /

Dosis pg/ caja tratamiento RM
Control negativo 112 £ 10 0
50 120 £ 13 1.1

100 179 £ 8 1.6

150 299 + 16 2.7
Control positivo 384 £ 20 3.4

Cada valor corresponde al promedio de tres experimentos independientes.
Como control negativo se uso DMSO 12% (p/v) y como control positivo
se us6 4-NQO. La razén de mutagenicidad.

RM: es el nimero de veces que la respuesta del tratamiento supera el
control negativo.

Se utilizaron las pruebas de Mann-Whitney y Wilcoxon. Los valores se
expresan como la media + la desviacion estandar (X£DS) y las pruebas
se consideraron significativas con una p<0.05.
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Figura 1. Mutagenecidad en Salmonella Typhimurium
(cepa TA-100) en ausencia de S-9 del extracto
de material particulado PM, ;. obtenido en la
ciudad de Cucuta Norte de Santander. Las
dosis se calcularon de acuerdo al peso del
material particulado recuperado del filtro.

nitrogenados, derivados nitroso aromaticos y
varios agentes carcindgenos amino, que son
considerados la fuente principal de la actividad
mutagénica directa (7,15,27). De acuerdo con
las razones de mutagenicidad en las dosis de
100 y 150 pg ensayadas en la cepa TA-100,
se aprecia que la razén de mutagenicidad fue
moderada y alta superando 1.6 y 2.7 veces a la
mostrada por el control negativo, por lo que se
considerd una respuesta mutagénica positiva, e
indica con base en las condiciones de la prueba,
que las muestras del material particulado de
PM,  del aire de Cucuta inducen reversién de la
mutacion por sustitucion de bases.

Mediante el ensayo cometa se analizé el dafo
inducido en el ADN por extractos del material
particulado PM, . de la ciudad de Clcuta a un
total de 200 células por tratamiento en tres
experimentos independientes. El indicativo del
dafio genotdxico en cada célula es la ruptura de
su ADN, la cual se manifiesta como un cometa,
de tal manera que a mayor dafio, la longitud
de la cola del cometa sera mayor. Para mostrar
que el dafio en el ADN en las células, es debido
al tratamiento y no a factores que conducen
a la muerte celular, se determiné la viabilidad
celular después del tratamiento y se encontrd
gue siempre ésta se mantenia por encima del
90%. Como se puede observar en la tabla 2 y
en la figura 2, las células que muestran dafio
espontaneo, no superan una longitud de cola de
41 ym y la mayoria de células (97.5%) estan en
el rango 0, mostrando que la mayoria de células
no tiene dafio o muestran algo de dafo, pero muy
bajo, solamente el 2.5% de las células mostraron
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dafio tipo 1 y ninguna de las células mostraron
dafio 2 6 3. De igual manera con la dosis de 50
ug de PM , . se pudo observar que el 72.5% de
las células tienen dafo tipo 1, 13% dafo tipo 2
y 5.5% dafio tipo 3.

Tabla 2. Genotoxicidad (expresada en longitud de cola,
pm) de tres experimentos independientes, en
linfocitos humanos, expuestos a diferentes
dosis material particulado fraccion respirable
PM, . de la ciudad de Culcuta.

- = o,
Tratamiento Pr(;mlaescI ‘o % d‘ﬁ‘;‘:;:s Vi:ﬁiﬁjad
DMSO 1% 41£12 195 5 0 0 15 95
H,0,25mM 164+21 10 60 80 105 95 90
50 pg 90+ 11 22 145 26 11 89 93
100 ug 110+ 17 15 56 113 16 92.5 92
150pg 157+ 21 0 10 24 166 100 94

Todos los valores provienen de 200 datos, obtenidos de tres experimentos
independientes. Se utiliz6 la prueba de Dunnett para determinar el nivel
de significancia entre el tratamiento y control, asi como la prueba de
Tukey para comparaciones multiples. Los valores se expresan como la
media * la desviacion estandar (X£DS) y las pruebas se consideraron
significativas con una p<0.05.

o Ec=—m 30~

o o

s —0 n

S50ug 100ug 150ug

control negativo

Dosis enug

Figura 2. Genotoxicidad en linfocitos humanos inducida
por extractos de material particulado (PM2.5)
de la ciudad de Cucuta.

DISCUSION

Resultados similares fueron encontrados
cuando se analizaron muestras de aire de
la ciudad de Pamplona Norte de Santander
(22). La modificacion quimica de nucledtidos,
los apareamientos cruzados entre las bases,
asi como el dafio oxidativo de los nucledtidos
inducido por especies reactivas de oxigeno
o radicales en general, son comUnmente
considerados vias a través de las cuales se
genera la mutagenicidad. Segun la organizacion
mundial de la salud varios hidrocarburos
policiclicos aromaticos nitrogenados (nitro-HPA)
son mutagenos de accidn directa presentes en la
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atmosfera. En otros estudios, se ha encontrado
que el 1-8 dinitropireno es uno de los compuestos
gue mas contribuyen en la actividad mutagénica
directa en muestras de aire, cuando fueron
analizados con las cepas TA-98 y YG1024 (15).
Posiblemente parte de la respuesta mutagénica
observada en estos resultados sea debida a este
tipo de compuestos, dado que son compuestos
qgue no requieren de activacion metabdlica y el
mecanismo por el cual inducen mutaciones es
por perdida o ganancia de bases. Otra posible
explicacién a los resultados podria ser la
presencia de metales pesados, dado que en los
analisis realizados a las muestras del material
particulado (PM , ) de la ciudad, se encontraron
los metales Cd, Cr, Fe, K, Mn, Ni, Pb y Zn (28).

Hasta el momento no existe un mecanismo
unificado para explicar la mutagenicidad de los
metales, porque hay multiples vias que conducen
a ella, tales como dafio oxidativo, interferencia
con iones metalicos esenciales para los procesos
de replicacion y transcripcién, alteracién de los
sistemas de reparacion, completar, ligamientos
cruzados y alteracion de la molécula de ADN.
Es de anotar que varios metales pesados se
han sido relacionados con el incremento de la
actividad mutagénica a través de diversos test
de mutagenicidad (29).

Como se observa en la tabla 2, a medida que
se incrementa la concentracidon de extracto, el
tipo de dafio se va incrementando hasta llegar a
un dafio alto como es el caso de la dosis de 150
Mg, en la cual el 83% de las células muestran
dafio alto, el 12% dano medio y el 5% dafio
bajo. También se observa en la tabla 2 y en la
figura 2 que las concentraciones que indujeron
mayor frecuencia de células con dafio en el
ADN, también mostraron mayor longitud de
migracién del ADN (cola). Esto podria indicar
que los genotdxicos que producen mas dafio
en el ADN, también afectan mas ndamero de
células. En la tabla 2 y en figura 2 se observa
que todas las dosis de PM, ; analizadas producen
dafio significativo en el ADN de linfocitos
humanos p<0.05. Esto indica que la mayoria
de los mutagenos que llegan a la poblacion en
las particulas del aire pueden penetrar hasta el
nucleo de células humanas y dafar su ADN. A
pesar del uso de células humanas en ensayos in
vitro, no se puede dar una respuesta definitiva
sobre la carcinogenicidad del PM, , para humanos.
La extrapolacion de los resultados puede conducir
a la hipdtesis sobre el riesgo de la exposicidon
a la contaminacion del aire, dado que en el
presente estudio se mostré que el PM, . causa
mutagenicidad y genotoxicidad. Estos resultados
concuerdan con estudios hechos por otros
autores (22,23,30).
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Teniendo en cuenta que se observd relacion entre
mutagenicidad en Salmonella Typhymurium 'y
dafo genotodxico en linfocitos humanos, se puede
concluir que el material particulado fraccién
respirable PM2.5 en una zona de alto flujo
vehicular de Clcuta puede ser uno de los factores
de riesgo que contribuyen al aumento del indice
de cancer en la poblacion expuesta, debido a que
pueden inducir mutaciones en el genoma de las
células expuestas y ademas pueden penetrar
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hasta el nucleo de linfocitos humanos y causar
dafio genotdxico en su ADN.
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