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RESUMEN

En los ambientes urbanos, las particulas en suspensién y el material adsorbido a ellas constituyen uno de los
contaminantes atmosféricos mds importantes debido a que contienen compuestos con conocida actividad
genotdxica, mutagénica o carcinogénica. Con el objetivo de evaluar la genotoxicidad de extractos orgdnicos
e inorgdnicos de material particulado recolectado en dos ciudades de la provincia de Cérdoba, Argentina
(Cérdoba y Rio Ceballos), se empled el ensayo de microntcleos en Tradescantia pallida. Las muestras fueron
obtenidas mediante un equipo colector de gran volumen y luego fueron extraidas con agua y dimetilsulféxido
para separar las fracciones acuosa y orgdnica, respectivamente. Los resultados mostraron que la concentracién
de material particulado recolectado en Cérdoba fue significativamente mayor a la de Rio Ceballos, debido
probablemente a diferencias en la intensidad de trdnsito vehicular en ambas ciudades. Ademds se observé que el
dimetilsulféxido tuvo un efecto significativo en la formacién de microndcleos, lo cual podrfa enmascarar los
resultados del ensayo para la fraccién orgdnica. Para la fraccién acuosa, ambos sitios de muestreo mostraron un
efecto significativo en su capacidad genotdxica con respecto a la formacién de micronicleos espontdnea.
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ABSTRACT

In urban environments, suspended particles and the material absorbed by them are one of the most impor-
tant atmospheric pollutants due to the fact that they are formed by compounds with high genotoxic, mu-
tagenic or carcinogenic activity. In order to assess the genotoxicity of organic as well as inorganic extracts of
particle formed material collected in two cities of the province of Cérdoba, Argentina, (Cérdoba and Rio
Ceballos) the micronucleous assay was used in Tradescantia pallida. Samples were obtained using a high
volume collecting equipment and were then extracted with water and dimethilsulphoxide to separate aque-
ous and organic fractions, respectively. Results showed that the concentration of particle formed material
collected in Cérdoba was significantly higher than in Rio Ceballos, probably due to differences in the inten-
sity of vehicle traffic in both cities. It was also observed that the dimethilsulphoxide had a significant effect
on the formation of micronuclei, which could mask the results of the assay for the organic fraction. In the
aqueous fraction, the frequency of micronuclei in both sampling sites was significantly higher, in their genotoxic
capacity concerning the spontaneous formation of micronuclei.

Keywords: Particulate material, genotoxicity, Tradescantia pallida, micronuclei assay.
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INTRODUCCION

En los ambientes urbanos existe una gran
variedad de compuestos contaminantes emi-
tidos por fuentes estacionarias y mdviles.
Entre ellos, las particulas atmosféricas cons-
tituyen uno de los contaminantes atmosfé-
ricos mds importantes, debido a que contie-
nen compuestos con conocida actividad ge-
notdxica, mutagénica y/o carcinogénica,
como los hidrocarburos aromdticos polici-
clicos (HAPs) y sus derivados, metales pesa-
dos, 6xidos de azufre y de nitrégeno (Barale
et al., 1991; Pope et al., 2002; Guimaraes et
al., 2000). La mayorfa de estos compuestos,
una vez emitidos al aire, condensan y son
adsorbidos sobre las superficies de particu-
las de hollin y cenizas, de este modo se tras-
ladan e ingresan a los pulmones de animales
y seres humanos. Al respecto, estudios re-
cientes han demostrado que los HAPs pue-
den interactuar con las cadenas de ADN,
provocando un incremento en los errores
durante la mitosis y hasta muerte celular
(Calderén-Segura ez al., 2004).

Numerosos estudios epidemioldgicos han
demostrado que el incremento en la exposi-
cién a particulas atmosféricas puede provo-
car un aumento en la morbilidad y mortali-
dad del hombre (Schwartz et al., 1996). La
mayor parte de los efectos adversos del MP
se producen por la presencia de particulas
cuyo didmetro es inferior a 10 um (PM, )
ya que, por su tamafio, pueden penetrar més
profundamente en el tracto respiratorio e
incluso llegar a depositarse en los alvéolos
pulmonares. Mds atin, estudios recientes
demuestran que existen efectos adversos pro-
ducidos por accién de MP a niveles que es
frecuente encontrar en ambientes urbanos
(Pope ez al., 2002; Health Effects Institute,
2004).

Por otro lado, si bien existe gran canti-
dad de informacién respecto a la genotoxi-
cidad del material particulado, la mayoria
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de estos estudios se ha realizado en ciudades
de Estados Unidos y Europa (Crebelli ez 4/,
1995; Viras et al., 1991; Isidoro et al., 2003).
Por este motivo, sus conclusiones pueden no
ser vdlidas en el contexto de ciudades lati-
noamericanas que poseen caracteristicas cli-
mdticas, geograficas y socioecondémicas con-
siderablemente diferentes. Asf, el monitoreo
de genotoxinas en el ambiente deberia ser
primordial en las politicas de salud de los
paises en vias de desarrollo para establecer
medidas de prevencién o mitigacién de los
efectos provocados por estos compuestos.
Desde hace algunas décadas, diversas es-
pecies de plantas superiores, musgos y lique-
nes se emplean como bioindicadores de con-
taminacién ambiental, dado que estos orga-
nismos brindan informacién acerca de la
respuesta de un individuo no sélo frente a
un contaminante en particular durante un
cierto periodo de tiempo, sino también fren-
te a otras variables climdticas, meteorol4gi-
cas y otros contaminantes que pueden pre-
sentar interaccién entre si (Seaward, 1995).
Entre las especies empleadas como bio-
monitores de compuestos genotdxicos el
género Tradescantia es uno de los mds usa-
dos debido a su alta sensibilidad, eficiencia
y bajo costo (Batalha ez a/., 1999; Monarca
etal., 1999), ademds puede ser adaptado para
el monitoreo de aire, suelo o agua. Es razo-
nable suponer entonces que, si un contami-
nante no causa dano detectable a las espe-
cies mds sensibles, no afectard significativa-
mente a otras especies (Guimaraes et al.,
2000). El género Tradescantia es empleado
para realizar el ensayo de microntcleos
(Trad-MCN), que depende de la extrema
sensibilidad de los cromosomas meidticos de
algunas especies de Tradescantia a sustancias
genotoxicas. Estas sustancias rompen la
molécula de ADN y generan fragmentos de
cromosomas que se asemejan a microndcleos
en las células madres de granos de polen
(tétradas) (Falistocco ez al., 2000).
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Con el objetivo de evaluar la genotoxici-
dad de extractos orgdnicos e inorgdnicos de
MP recolectado en las ciudades de Cérdoba
y de Rio Ceballos, Provincia de Cérdoba,
Argentina, se empled la especie Tradescantia
pallida, muy bien adaptada al clima de la
regién, para realizar el ensayo de micrond-
cleos.

MATERIALES Y METODOS
Sitios de muestreo

En el presente estudio se seleccionaron dos
sitios de muestreo teniendo en cuenta sus
caracteristicas ambientales, principalmente
la intensidad de emisiones vehiculares y las
condiciones de seguridad disponibles para
la ubicacién de los equipos muestreadores.

Los sitios de muestreo elegidos fueron,
en primer lugar, la ciudad de Cérdoba, ciu-
dad capital de la Provincia de Cérdoba, con
1.284.532 habitantes; en segundo lugar, la
ciudad de Rio Ceballos, localizada a 33 km
de la ciudad capital, con 16.632 habitantes,
segtin el censo poblacional 2001. Estudios
previos realizados en Cérdoba demuestran
que la principal fuente de emisién de conta-
minantes a la atmdsfera es el trdnsito vehi-
cular (Stein y Toselli, 1996).

El primer equipo recolector de MP se
monté a 4 m del nivel del suelo, en el edifi-
cio de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisi-
cas y Naturales de la Universidad Nacional
de Cérdoba, ubicada en el microcentro de
Cérdoba, con una alta intensidad de trdnsi-
to vehicular, tanto de vehiculos particulares
como del sistema de transporte publico de
pasajeros. El segundo equipo recolector se
ubicé en el techo de una vivienda particular
(a 3 m del suelo), en una calle secundaria
sin pavimentar de la localidad de Rio
Ceballos. Este sitio tiene muy baja intensi-
dad de trdnsito vehicular. Si bien la distan-
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cia entre los sitios elegidos supone variacio-
nes en sus condiciones meteoroldgicas, du-
rante el periodo de muestreo no se registra-
ron diferencias climdticas marcadas.

Muestreo de material particulado

Las muestras de MP fueron recolectadas
mediante un equipo de gran volumen (0,2
L/min) con filtros de fibra de vidrio cuya
eficiencia es superior al 99% para la reten-
cién de particulas totales en suspensién en
el ambiente, de didmetro superior a 0,3 um.

En ambos sitios de muestreo las mues-
tras fueron tomadas entre los meses de sep-
tiembre y noviembre de 2007, periodo du-
rante el cual atin no habia comenzado la tem-
porada de lluvias. Cada muestreo tuvo una
duracién de 24 horas. Se tomaron muestras
de MP en seis filtros en Cérdoba y cuatro
en Rio Ceballos.

El cdlculo de la concentracién de MP (ug
m?~) se realizé a partir de informacién obte-
nida gravimétricamente y de variables am-
bientales presentes en la toma de muestras.
Cada muestra se dividié en dos partes que
se utilizaron para extraer una fraccién orgd-
nica y una acuosa.

Extraccién de la fraccién orgdnica
y la fraccién acuosa

La extraccién de los compuestos orgdnicos
presentes en el MP recolectado en los filtros
se realiz6 segin la técnica descripta por
Villalobos-Pietrini ez 2l (2006). Para extraer
la fraccién orgdnica se empleé diclorometano
dado que este solvente es frecuentemente
empleado para extraer compuestos polares
de MP (Marvin y Hewitt, 2007; Vieraira
Cononas et al., 2007), que son los de mayor
actividad mutagénica (De Martinis ez al.,
1999). Los filtros fueron sonicados dos ve-
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ces durante 30 minutos, con 60 mL de
diclorometano. Posteriormente el extracto se
filtré y secé a temperatura ambiente y luego
fue resuspendido con el mismo volumen de
dimetilsulféxido (DMSO) para realizar la
exposicién de los brotes de 7. pallida.

La extraccién de la fraccién acuosa se rea-
lizé de manera similar a la de la fraccién or-
gdnica, utilizando agua destilada como sol-
vente de extraccién. El volumen final extrai-
do (120 mL) fue empleado directamente
para realizar los ensayos de genotoxicidad.

Ensayo de genotoxicidad

Para analizar la capacidad genotdxica de cada
una de las fracciones extraidas se empleé el
ensayo de microntcleos (Trad-MCN) con
la especie Tradescantia pallida Rose.Hunt. cv.
purpurea Boom.

Se recogieron brotes con inflorescencias
jovenes de 7. palliday se colocaron en vasos
de precipitados con solucién nutritiva (So-
lucién de Hoagland) por 24 h para su acli-
matacién. Luego, se expusieron a los extrac-
tos obtenidos del MP durante 6-8 h y final-
mente se colocaron en agua por 24 h para
su recuperacion. Todas las etapas se realiza-
ron con aireacién del liquido en el que esta-
ban sumergidos los brotes. Una vez finaliza-
da la exposicién, los brotes fueron coloca-
dos en solucién fijadora. Los brotes sélo
pudieron ser analizados después de 3 dias
de la fijacién para asegurar que el material
estuviera completamente deshidratado, blan-
doy en condiciones de montar el preparado
ficilmente. Para cada muestra y cada frac-
cién se utilizaron 30 brotes de 77 pallida,
aunque en reiteradas ocasiones los brotes no
presentaban células en estadio de tétradas.

Se realizaron ademds exposiciones con los
solventes de los extractos (DMSO y agua)
que se utilizaron como blancos de exposi-
cién. La exposicién en agua fue considerada
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control negativo; como control positivo los
brotes fueron expuestos en cloroformo.

Ensayo de microndcleos

Para realizar el ensayo de microndcleos se
siguieron los protocolos establecidos por la
bibliografia (Ma et al., 1994). Con las
inflorescencias fijadas de 77 pallida se reali-
zaron preparados tifiendo con acetocarmin
a fin de determinar los estadios de tétradas
tempranas en las células madres de granos
de polen mediante microscopfa (400x). Se
analizaron 300 tétradas por cada preparado.
Los resultados se expresaron como frecuen-
cia de micronicleos (MCN) por cada 100
tétradas (Formin y Hafner, 1998).

Andlisis estadistico

Luego del andlisis microscépico, se elimina-
ron los datos anémalos de cada muestra a p
< 0,05 utilizando la distribucién de T de
Student. Todos los valores son expresados
como medias + desviacién estdndar. La nor-
malidad de los datos fue analizada por el Test
de Shapiro Willks. Para determinar si exis-
ten diferencias estadisticamente significati-
vas entre los distintos sitios monitoreados y
entre fracciones de extraccién se realizé un
ANOVA seguido de un zest paramétrico de
comparaciones multiples propuesto por
Fisher (LSD Fisher - InfoStat/P, 2001) con
p <0,05.

RESULTADOS

La caracterizacién y comparacién de los dos
sitios de muestreo comienza al medir la con-
centracién de material particulado en cada
uno de ellos. En la Figura 1 se observa que la
concentracién media de MP es significativa-
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Figura 1. Concentracién de material particulado, recolectado en
las ciudades de Cérdoba y Rio Ceballos (Cérdoba, Argentina),

entre los meses de septiembre y noviembre del afio 2007.

25
u
3
T 20 C
‘2 16,21
=]
8 15
E
-
™ 10 |
E B
a8 A 3,27
E 0,46 #
3 .

.:J LF I I - |

Agua OME0 Clorodarmo
Solventes

Figura 2. Frecuencia de microndcleos determinada en muestras de
1 pallida expuestas en solventes empleados como control.

mente diferente y mayor en el microcentro
de Cérdoba que en Rio Ceballos.

La comparacién de los efectos provoca-
dos por los solventes utilizados como con-
trol en la formacién de microntcleos mos-
tré diferencias significativas (Fig. 2). Las fre-
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cuencias de MCN espontdneas en 7. pallida
correspondié al tratamiento con agua; mds
aun los valores encontrados fueron menores
a las mencionadas en otros estudios (Mo-
narca et al., 1999; Formin y Hafner, 1998;
Carvalho-Oliveira ez al., 2005). La mayor
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Figura 3. Frecuencia de microntcleos determinada en la fraccién orgdnica y
fraccién acuosa del MP recolectado en Cérdoba y Rio Ceballos. Las letras
mayusculas indican diferencias significativas en la fraccién orgdnica y las mi-

nusculas, en la fraccién acuosa.

genotoxicidad fue observada en las muestras
que estuvieran expuestas a cloroformo, vali-
dando asi la sensibilidad de este ensayo con
1! pallida. Por Gltimo, el tratamiento con
DMSO mostré valores significativamente
diferentes a los encontrados en el tratamiento
con agua, lo cual indica que este solvente
tuvo efectos genotdxicos en los brotes 77
pallida.

En la Figura 3 se presentan y comparan
los datos obtenidos en el ensayo de micro-
nicleos con las fracciones acuosa y orgdni-
ca, para ambos sitios de muestreo. En la frac-
cién orgdnica, los sitios de muestreo no pre-
sentan diferencias significativas en las fre-
cuencias de MCN con respecto al control
con DMSO, mientras que la frecuencia de
MCN correspondiente a la fraccién acuosa
mostré que Cérdoba y Rio Ceballos tuvie-
ron un efecto significativamente diferente y
mayor al control con agua.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En base a los niveles significativamente su-
periores de MP colectados en la ciudad de
Cérdoba, fue posible suponer una mayor
concentracién de compuestos potencialmen-
te genotdxicos en esta ciudad. Sin embargo,
el hecho de que la exposicién en DMSO
haya provocado un efecto significativo en la
frecuencia de MCN no permitié compro-
bar esta hipédtesis, ya que podria estar pro-
duciendo un enmascaramiento que interfe-
rirfa en la correcta diferenciacién de los si-
tios de muestreo.

En cuanto al tratamiento con agua, el MP
colectado en ambos sitios de muestreo mos-
tré niveles de genotoxicidad similares pero
significativamente mayores al solvente con-
trol. Este resultado sugiere que los extractos
acuosos podrian contener compuestos con
capacidad genotdxica. Estudios previos han
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demostrado que extractos conteniendo 6xi-
dos de azufre tuvieron capacidad genotdxi-
ca en ensayos con 1. pallida (Guimaraes ez
al., 2000).

Aunque los dos sitios de muestreo son
diferentes en cuanto a sus caracteristicas
poblacionales y de actividad, sélo se mani-
festaron de distinta forma en la concentra-
cién de MP. En los andlisis de genotoxici-
dad, Cérdoba y Rio Ceballos presentaron
consecuencias iguales significativamente.

Para futuros estudios con esta especie de
Tradescantia se propone utilizar soluciones
mds diluidas de DMSO y estandarizar los
métodos de recoleccién de brotes, a fin de
disminuir la variabilidad de la respuesta de
la planta a las exposiciones.

Con el fin de complementar la informa-
cién obtenida del ensayo de genotoxicidad,
se estd trabajando actualmente en la realiza-
cién de un andlisis fisico-quimico del MP.
Para esto serfa muy conveniente contar con
estaciones de monitoreo en los sitios de
muestreo que registren concentraciones de
sustancias genotdxicas ambientales y otros
pardmetros. La combinacién de monitoreo
con plantas 7. pallida y de anilisis fisico-
quimicos suministrardn informacién deta-
llada sobre el potencial genotdxico de la con-
taminacién ambiental del aire en extensas
zonas, sobre los riesgos de salud asociados
con agentes mutagénicos y sobre las sustan-
cias responsables de los efectos genotdxicos

(Klumpp et al., 2005).
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