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IDENTIFICACION DE HIDROCARBUROS
AROMATICOS POLICICLICOS (HAPS) EN EL AIRE DE
CUCUTA-COLOMBIA: EFECTO GEN TOXICO

ALFONSO QUIJANO PARRA!
o] IvAN MELENDEZ GELVEZ?

RESUMEN

En los dltimos tiempos ha tomado un gran auge en los paises del tercer mundo, incluidos los de América
Latina, el estudio de la exposicion humana a las emisiones de combustion, incluyendo las particulas ultrafinas (PM, )
y componentes mutagénicos y carcinégenos como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs). En este trabajo
se identificé en la ciudad de Cicuta un grupo de HAPs reconocidos por su afectacién a la salud de la poblacién; los
HAPs encontrados fueron: metilcriseno, benzo[a]antraceno, benzo[jlfluoranteno, benzo[b] fluoranteno, benzo(a]
pireno, dibenzo [a,]] pireno, dibenzo[a,e] pireno, benzo[c] fluoreno, benzo(k] fluoranteno, Indeno(1,2,3-cd] pireno,
dibenzo[a,h]antraceno y benzo[g,h.i]perileno. Adicionalmente también se evalué in vitro usando el ensayo cometa,
el efecto genotdxico del material particulado PM, . extraido con acetona y diclorometano.

PALABRAS CLAVE: PM
ensayo cometa.

»s; hidrocarburos aromaticos policiclicos; benzo(a)pireno; cromatografia de gases;

IDENTIFICATION OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS (PAHS)
AIR-CUCUTA NORTE DE SANTANDER:GENOTOXIC EVALUATION.

ABSTRACT

The study of human exposure to combustion emissions, including ultrafine particulate matter (PM2,5) has
increased recently in the thirld world countries, including those in Latin America. This paper identifies a group of
polyciclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in the city of Clicuta, Colombia. Those PAHs are recognized by their effects
on human health. PAHs found were: Methylchrysene, Benzo [a] anthracene, Benzo [j ] fluoranthene, Benzo [b] fluor-
anthene, Benzo [a] pyrene, dibenzo [a, 1] pyrene, dibenzo [a, €] pyrene, Benzo [c] fluorene, benzo (k] fluoranthene,
indeno [1,2,3 -cd] pyrene, dibenzo [a, h] anthracene and benzo [g, hi] perylene. The genotoxic effect of the particulate
matter extracted with acetone and dichlorometane, was also evaluated in vitro using the commet assay.

KEYWORDS: PM, ;; PAHs; Benzo (a) pyrene; Gas Chromatography; Comet Assay.

1 PhD. Quimica (Cinética y Catalisis), Universidad Estatal de Mosci M V Lomonosov. Director Grupo de Investigacién en Quimica
Universidad de Pamplona (Norte de Santander).

2 Bidlogo Universidad de Antioquia. MsC en Ciencias Basicas Biomédicas, Universidad de Antioquia. Director del grupo de
investigacion en Biologia Molecular-Biomogen.Universidad de Pamplona.Profesor Asistente, Universiadad de Pamplona, Norte
de Santander, Colombia.

& Autor de correspondencia Quijano-Parra, A. (Alfonso): | Historia del articulo:

Universidad de Pamplona, Avenida Santander N. 14-240 | Articulo recibido: 14-IV-2013 / Aprobado: 17-11-2014
casa 15, La Campina, Pamplona (Norte de Santander) Disponible online: 12 de mayo 2014
Tel: (097) 568 5303 Ext: 215 Discusion abierta hasta mayo de 2015
Correo electrénico: alfonsoquijanoparra@gmail.com

DOI: http://dx.doi.org/10.14508/reia.2014.11.21.79-87




80

IDENTIFICACION DE HIDROCARBUROS AROMATICOS PoLicicLicos (HAPS) EN EL AIRE DE CUCUTA-COLOMBIA: EFECTO GEN TOXICO

IDENTIFICACAO DE HIDROCARBONETO DE POLICICLICOS AROMATICOS
(HAPS) NO AR DE CUCUTA- COLOMBIA: EFEITO GEN TOXICO

RESUMO

Nos Gltimos tempos, o estudo de exposicao humana as emissdes de combustao, incluindo as particulas ultrafinas
(PM, ) e componente mutagénicos e carcindgeno como os compostos aromaticos policiclicos (HAPs) tiveram nos
paises do terceiro mundo um crescimento incluindo na América Latina. Neste trabalho identificou-se na cidade de
Cucuta, um grupo de hidrocarboneto de policiclicos arométicos (HAPs), reconhecidos pela sua afetagdo a satiide da
populacao; os HAPs encontrados foram: Metilcriseno, Benzo[a]antraceno, Benzo[j]fluoranteno, Benzo[b] fluoranteno,
Benzola] Pireno, Dibenzo [a,l] pireno, Dibenzola,e] pireno, Benzo[c] fluoreno, Benzo[k] fluoranteno, Indeno(1,2,3-cd]
pireno, Dibenzo[a,h]antraceno y Benzo[g,h.i]perileno. Mais também avaliou-se in vitro usando o teste cometa, o efeito

genotoxico do material particulado PM, ; extraido com Acetona e Diclorometano.

PALAVRAS-CHAVE: PV, ;; Hidrocarboneto de Policiclicos Aromaticos; Benzo(a)pireno; Cromatografia de

gases; Teste cometa.

1. INTRODUCCION

Los contaminantes atmosféricos son sustancias que
pueden afectar alos humanos, los animales, la vegetacion
y los materiales. Los toxicos del aire son contaminantes
que son conocidos o sospechosos de causar efectos
adversos a la salud, incluyendo el cancer, efectos
inmunolégicos, de desarrollo y neurolégicos (USEPA,
2004). Varios de los contaminantes del aire difieren
en sus caracteristicas fisicoquimicas, pueden estar
agrupados en cuatro categorias: contaminantes ga-
seosos (ozono, SO,, NOx, CO, compuestos organicos
volatiles), contaminantes organicos persistentes,
metales pesados y material particulado (PM,, y PM, )
(fino y ultrafino). Estos contaminantes pueden afectar
el sistema respiratorio y causar efectos pulmonares y
sistémicos que incluyen inflamacién, reconstruccién
de tejidos y carcinogénesis (Dagouassat, Lanone y
Boczkowski, 2012).

Las particulas de la fraccion respirable (PM,, y
PM, ) tienen la capacidad de penetrar y depositarse
en las regiones traqueo-bronquial y alveolar del tracto
respiratorio (Vinitketkumnuen, et al., 2002). En cuanto
a los efectos sobre la salud humana, la fraccidon res-
pirable del material particulado (PM) es la de mayor
preocupacion, ya que a largo plazo la exposiciéon al PM
se ha asociado con una mayor incidencia de enferme-
dades pulmonares, cardiovasculares y cancer (Pope,
et al., 2002; Brunekreef y Holgate, 2002).

Las particulas respirables son una mezcla de conta-
minantes del aire que contienen varios metales como Pb,
Cd, Cr, ymuchos de estos compuestos son téxicos (Shah,
et al., 2006). En las areas urbanas los metales pesados
provienen de las actividades industriales y las emisiones
vehiculares (Wu, et al., 2007; Zheng, et al., 2010).

El PM, ; contiene hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) mutagénicos y carcinogénicos
que pueden causar dano oxidativo del ADN los cuales
conducen a efectos cardiovasculares y reproductivos
(Lewtas, 2007). Elincremento en la morbi-mortalidad,
especialmente de enfermedades cardiovasculares y de
pulmoén, estan asociadas con el aumento de las parti-
culas finas ambientales y el dano de estas se produce a
través del estrés oxidativo (Zhangy Cui, 2001). El estrés
oxidativo es asociado con niveles anormales de espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS), que se considera estan
relacionados con procesos carcinogénicos (Milaeva,
2011). El dano oxidativo del ADN es muy importante en
carcinogénesis. El 8-Oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxo-
Gua) es una lesion mutagénica abundante escindida
por la oxoguanine DNA glycosylase 1 (OGGI); las
excreciones de 8-OxoGua han sido asociadas con la ex-
posicién a la contaminacién del aire (Loft, et al.,2012).
La exposiciéon ambiental al PM ha sido asociada con
incrementos en el riesgo de cancer pulmonar a través
de alteraciones en los procesos de la metilacién. (Hou,
et al.,2011). La mutagenicidad y carcinogenicidad del
aire urbano han sido asociadas con las emisiones de
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combustién (Claxton y Woodall, 2007). Los productos
de la combustién incompleta contienen productos
quimicos gaseosos cancerigenos, tales como benceno,
aldehidos, alquenos (por ejemplo, 1,3-butadieno) y
HAPs como el pireno (Claeys, et al., 2004).

Estudios de distribucién de las fuentes de la
masa de particulas ultrafinas (PM, ;) comprueban que
los vehiculos diésel y la gasolina son una de las princi-
pales fuentes de emision de PM (Maykut, et al., 2003;
Watson y Chow, 2001; Schauer, et al., 1996; U.S. EPA,
2004). Investigaciones de caracterizacion del diésel
demuestran que sus particulas contienen cantidades
relativamente grandes de compuestos organicos muta-
génicos (Lewtas, et al., 1979). La 3-nitrobenzanthrone
(3-NBA) se aisl6 del diésel y de particulas de aire y ha
demostrado ser un potente mutageno de accion directa
(Enya, et al., 1997) que también se puede formar en las
reacciones atmosféricas (Arlt, 2005). En los humanos,
la inhalacién es la ruta mas frecuente de acceso de los
HAPs al organismo, es por esto que el tracto respiratorio
y los pulmones estan generalmente involucrados en
los procesos de translocacién del agente nocivo por la
sangre y los tejidos ( Hatatek, et al., 2005).

Un estudio epidemioldgico de cancer sobre la
exposicién ocupacional a las emisiones de escape del
diésel proporciona la mayor evidencia de la carcino-
genicidad en los seres humanos (U.S. EPA, 2002). Los
tipos de cancer mas comunes asociados con la expo-
sicién a gases de escape del diésel son: el pulmodn, la
vejiga y el tejido linfatico (Bhatia, Lopipero y Smith,
1998; Lipsett y Campleman, 1999). Para la EPA la com-
bustiéon del diésel constituye una fuente principal de
cancerigenos para los seres humanos, los cuales llegan
al organismo por inhalacién (U.S. EPA, 2002). Se han
realizado estudios para evaluar la poblacién expuesta
a HAPs utilizando los datos de monitoreo ambiental
(Touma, Cox y Tikvart, 2006; McCarthy, et al., 2009).

Ademas, la Agencia de Protecciéon Ambiental
de los Estados Unidos (EPA), identificé los HAPs
mas frecuentes y los clasific6 como «los 16 HAPs
prioritarios» (State of California EPA.(2008): naftaleno,
acenaftileno, acenafteno, fluoreno, antraceno,
fenantreno, fluoranteno, pireno, benzo(a)antraceno,
criseno, benzo(a)pireno, benzo(k)fluoranteno, benzo(b)
fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno, dibenzo(a,h)
antraceno, indeno(1,2,3-c,d)pireno. Un subgrupo de

HAPs ha sido identificado por la Agencia Internacional
para la Investigacién del Cancer (IARC) como
carcinogénicos para los animales, y también son
estudiados por la U.S. EPA como cancerigenos
potenciales para los humanos. Estos compuestos
deben ser monitoreados como rutina en los estudios
ambientales de téxicos organicos en el aire y son:
benzo(a)antraceno (2B),criseno (2A), benzo(a)pireno
(1), benzo(b)fluoranteno (2B), benzo(j)fluoranteno (2B),
benzo(k)fluoranteno (2B), dibenzo(a,h)antraceno(2A),
indeno(1,2,3-c,d)pireno(2B).

En el aire de la regién nororiental de Colombia
y la zona fronteriza con Venezuela (Clcuta) no existe
informacién sobre los niveles de genotoxicidad y se
desconocen los HAPs presentes en el aire. En la pre-
sente investigacion, las particulas ultrafinas (PM, ;) ylos
compuestos organicos volatiles se recogieron durante
el periodo comprendido entre julio- diciembre de 2011
con un equipo de bajo volumen, cerca de una via muy
transitada en Cucuta por vehiculos que funcionan con
diésel y gasolina. Los HAPs presentes en el PM,  de
Cucuta fueron extraidos con dos solventes de manera
independiente (acetona y diclorometano) y se analiza-
ron por cromatografia de gases con detector FID; la
actividad genotéxica asociada con el aire de Cucuta-
Colombia, se evalué in vitro utilizando el ensayo cometa.

2. METODOLOGIA

2.1. Muestreo

EL monitoreo del PM, ; se realizd con un Partisol
2025 plus de la Ruprecht y Pataschnick, con un flujo de
16,6 L/min, siguiendo los lineamientos de la OMS yla EPA.

2.2. Sitio de muestreo

Se realiz6 el monitoreo de la fraccidn respirable
PM, . en Cacuta-Norte de Santander ubicada en la
cordillera Oriental de Colombia con coordenadas
geograficas 72° 25 de longitud Oeste y 7° 20 de latitud
Norte, a una altitud de 300 msnm y una presion
atmosférica de 650 mm de Hg; El equipo se instal6 en
la azotea del edificio de la Universidad de Pamplona
ubicada en la diagonal Santander. Las muestras
ambientales fueron obtenidas en muestreos de 24
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horas para un total de 24 m*® de volumen de aire
muestreado cada tres dias, se realizaron durante el
periodo comprendido entre julio-diciembre del 2011.

Este sitio de muestreo del PM, ; tiene sus carac-
teristicas particulares, ya que esta ubicado en un sector
mixto (residencial-comercial) y en una via que presenta
un alto flujo vehicular, que utiliza como combustible
el diésel y la gasolina.

2.3. Medio de recoleccion

Se utilizaron filtros de Teflon® de 47 mm de dia-
metro, con un tamano de poro de 2 micras. Los cuales
se sometieron a una temperatura de 200 °C durante 24
horas, después de enfriarse se colocaron en un desecador
y completamente frios se pesaron y luego se adecuaron
en el portafiltros del partisol. Después del monitoreo, los
filtros que se encuentran en el portafiltros de los filtros
usados, se almacenan en el laboratorio -20 °C hasta que
se llevaron a cabo las extracciones.

2.4. Extraccion de la materia organica
de los filtros de PM, .. Extraccion
por ultrasonido

Los HAPs presentes en la fraccion orgénica de
los filtros de PM, ; se extrae por ultrasonido, en un
bano ultrasénico (Branson 1510, modelo 1510R-MT).
Como solventes de extraccién se utilizan por separado
el diclorometano (200 ml) y la acetona (200 ml). Los
filtros de PM,  inicialmente se colocan en un vaso de
precipitado con 20 ml del solvente para un periodo de
extraccién de 15 minutos a una temperatura de 23 °C-
24 °C. Se recoge el extracto y se agregan de nuevo 20
ml del solvente y se realiza la extraccién durante quince
minutos; se recoge el extracto y se repite la operacion
hasta completar los 200 ml del solvente.

2.5. Concentracion de la materia
organica

Una vez obtenido el extracto global (200 ml), se lo
concentra en un evaporador rotatorio de vacio, marca
Heidolph® modelo Laborota 400-1, a la temperatura de
ebullicién del solvente a 150 rpm; hasta aproximadamente
10 ml. Posteriormente el extracto se transfirié a dos via-

les cada uno de 5ml. El extracto global se utiliza para la
determinacién de los HAPs por cromatografia de gases
(FID) y €l otro para el ensayo cometa. El vial destinado
para el ensayo cometa, se llevo a la sequedad y se disolvid
en DMSO.

Las muestras de HAPs se secaron con Na,SO,,
con el fin de eliminar el agua residual y preparar la
muestra para el analisis cromatografico. Se guardaron
en frasco ambar, manteniéndolas refrigeradas a 4 °C.

2.6. Identificacion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs)

Para identificar los HAPs presentes en el PM, .
del aire de Cucuta extraidos con diclorometano y
acetona se utilizé un equipo de cromatografia de ga-
ses marca Agilent Technologies® 6890A Plus Series
II Hewlet-Packard® Plus con detector FID (Flame
Ionization Detector). La columna utilizada es Agilent
DB-EUPAH® 20m de longitud, 0,18 mm de diametro,
0,25um de didmetro interno (5 % phenylmethylpolysi-
loxane). Para la identificacién de los HAPs se utilizd
el patrén de 16 hidrocarburos de Restek (catdlogo #
31841 EPA Method 8310 PAH Mixture). La identificacion
cualitativa de los HAPs presentes en el extracto global se
realiz6 de acuerdo a las siguientes condiciones: detector
FID a 320 °C Mezcla (mL/min): Aire 400 - H, 30 -N, 45.
Se inyect6 1 ul, modo splitless a 320 °C. Temperatura
inicial 45 °C por 0,8 min y se incrementa de la siguiente
manera: 45 °C/min hasta 200 °C, 2,50 °C/min hasta 225 °C,
3 °C/min hasta 266 °C, 5 °C/min hasta 300 °C, 10 °C/
min hasta 320 °C durante 4,50min. Tiempo de analisis
por muestra 41,21 min. Gas de arrastre Helio, flujo 20
mL/min. Temperatura del inyector 250 °C.

Deteccion del daino del DNA. Ensayo
Cometa. Es una técnica altamente sensible para
evaluar el dano y la reparacion del DNA en cualquier
tipo de célula eucariota. Este, en su version alcalina,
permite detectar roturas de simple cadena y sitios
sensibles al 4lcali que se originan durante la reparacion
dando lugar a la formacién de la cola del cometa (Ayala
Mayte, 2004). En general, el principio basico del ensayo
esla migraciéon del ADN en una matriz de agarosa bajo
condiciones de electroforesis. Luego, al ser observada
la célula en el microscopio, presenta la apariencia de
un cometa, con una cabeza (regién nuclear) y cola
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(formada por fragmentos nucleares que han migrado
en direccién del d&nodo) por lo que este ensayo es
también conocido como Ensayo Cometa, debido al
patrén de migracién del ADN que se produce en las
células dafiadas.

Tratamiento. Después de separar los linfocitos
de la sangre total se tomaron 200ul y se les se adicion6
el tratamiento o control. Las dosis analizadas fueron las
siguientes: 50 ug; 100 ugy 200 ug. Para el control positivo
se utilizé H,0,25mM y para el control negativo DMSO
12 %. Posteriormente se incubaron durante una hora
a 37 °C. Se tomaron 75 ul de agarosa de bajo punto de
fusién (LMA) y se mezclaron con 10 ul de células trata-
das. Seguidamente, la mezcla anterior se adicioné a la
lamina base e inmediatamente se colocé el cubre objeto
y se llevé a incubacién durante 6 min a 4 °C. Después
de cumplidos los 6 min a 4 °C, se retir6 el cubre objeto
y se adicionan otros 75 ul de LMA, se incub6 durante
6 min a 4 °C. Terminado este tiempo se quité el cubre
objeto y se incubd durante una hora a 4°C en solucién
de lisis. A continuacion, se lavaron las placas con PBS y
se colocaron en una cadmara de electroforesis durante
30 minutos sin conectar a la fuente. Posteriormente, se
conecto la caAmara durante 30 minutos a 300 miliam-
perios. Culminado el tiempo se procedi6 a retirar de la
camara las placas; las cuales se lavaron con solucién
neutralizante. Se dejaron secar, e inmediatamente, se
adiciond 30 ul de bromuro de etidio y se cubrié con un
cubre objetos para la lectura de las células. Luego, se
observé en el microscopio de fluorescencia Olympus U-
RFKT50® con el objetivo de 25X y se midi6 la migracion
del ADN de 200 células. Para realizar las mediciones se
utilizé el programa CometScore®.

Para determinar el dafio genotdxico se estable-
cieron intervalos, dependiendo del dafo del control
negativo, que para el estudio en mencion fue de 41 um,
por lo tanto, células que muestren dafio entre 0y 41 um se
clasifican como células con tipo de dafio 0; en la Tabla 1
se muestran los diferentes intervalos y el tipo de dafo.

Analisis estadistico. Se determiné
homogeneidad de varianzas usando la prueba
de Levene. Si el comportamiento de los datos es
paramétrico se aplica Analisis de varianza (ANOVA).
Si los datos son no paramétricos se utilizan las pruebas
de Mann-Whitney y Wilcoxon. Se utiliz6 la Prueba de
Dunnett para determinar el nivel de importancia entre

Tabla 1. Intervalos y clase de dafio

para las células analizadas

Intervalo en ym | Tipo de dafio | Clase de dafo
0-41 0 No dafio
42 - 83 1 Danfo bajo
84 — 125 2 Dafo medio
>126 3 Dafio alto

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 unap < 0,05.

Identificacion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) por
cromatografia de gases/FID

2.7.

Para tener una referencia de los posibles HPAs
presentes en el aire de la ciudad de Cdcuta, primero
se inyectd un patrén que contiene 16 Hidrocarburos
aromaticos policiclicos puros.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En el PM, ; del aire de Clcuta se han hallado los
siguientes metales pesados reportados en el estudio de
Gutiérrez, Quijano y Quijano P. (2012) son: Cd, Cr, Pb,
Zny Fe. Estos metales provienen de las fuentes méviles
que utilizan el diésel y la gasolina como combustible, 1o
que corrobora la apreciaciéon de (Fukino, et al., 1982)
que atribuye los mutagenos presentes en el aire a las
fuentes moviles.

En la Figura 1 se puede observar el perfil
cromatografico del extracto global de los compues-
tos orgénicos presentes en el PM, . de la ciudad de
Cacuta utilizando como solvente de extraccion
diclorometano.

Como se observa en este cromatograma los
HAPs encontrados en las muestras del PM , ; del aire
de Cacuta extraidos con diclorometano son: 5 metil-
criseno, benzo[jlfluoranteno (2B), benzo(a] pireno (1),
dibenzo [a,l]pireno y dibenzo[a,e]pireno.
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El perfil cromatogréafico de los HAPs presentes
en el PM, . de la ciudad de Cucuta extraidos con Ace-
tona se muestra en la Figura 2.

Como se observa en este cromatograma los
HAPs encontrados en las muestras del PM , ; del aire
de Cdcuta extraidos con acetona son: benzol[c]fluo-
reno, benzo[alantraceno (2B), benzo[b]fluoranteno
(2B), benzo[k]fluoranteno (2B), benzo[a]pireno (1),
Indeno(1,2,3-cd] pireno (2B), dibenzo[a,h]antraceno
(2A) y benzo[g,h.i]Jperileno (3).

Al comparar el DCM y la acetona como solven-
tes de la extraccion de la materia organica del PM,
(HAPs) se concluye que la acetona es mejor solvente
ya que permite la identificacién de otros HAPs no
extraidos con el DCM.

Mediante el ensayo cometa se analizd el dano
inducido por extractos del material particulado PM,
de la ciudad de Cucuta a un total de 200 células por
tratamiento en tres experimentos independientes. El
indicativo del dano genotéxico 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 serd mayor. Para mostrar que el
dano en el ADN en las células es debido al tratamiento
y no a factores que conducen a la muerte celular, se
determind la viabilidad celular después del tratamiento
y se encontré que siempre se mantenia por encima del
95 % (Tabla 2y Tabla 3). Ademas se establecieron
categorias de dano para mostrar que este no se dis-
tribuye uniformemente en todas las células, lo cual
puede ser una ventaja, debido a que la exposicidon no
necesariamente afecta a todas las células, disminu-
yendo asi el riesgo. Como se observa en las Tabla 2 y
Tabla 3, las células que muestran dafno espontaneo,
no superan una longitud de cola de 43 um y la mayoria
de células (80 %) estan en el intervalo 0, mostrando
que la mayoria de células no tiene dano o muestran
algo de dafno, pero muy bajo. Solamente un 8 % de las
células muestran dafio tipo 1 y ninguna de las células
muestran dano 2 o 3. De igual manera con la dosis de
50 ug de PM , ; se puede observar que el 37 % de las
células tienen dano tipo 0, 53 % dano tipo 1, 10 % dano
tipo 2 y 1 % dano tipo 3. De acuerdo con las Tablas
2 y 3, a medida que se incrementé la concentracion
de extracto, el tipo de dafno se va incrementando hasta
llegar a un dano alto como es el caso de la dosis de

Figura 1. Cromatograma de la materia organica del

PM, ;del aire de Cucuta, extraida con diclorometano
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Figura 2. Hidrocarburos aromaticos policiclicos

presentes en el aire de Cucuta,
extraidos con acetona
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150 ug, en la cual el 65 % de las células muestran dano
alto, el 11 % dafno medio y el 4 % dafo bajo. También
se observa en la Tabla 3 que las dosis que indujeron
mayor frecuencia de células con dano en el DNA,
también mostraron mayor longitud de migracién del
ADN (cola). Esto podria indicar que los genotéxicos
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Tabla N.2. Genotoxicidad (expresado en longitud de cola,um), en linfocitos humanos, expuestos a diferentes

dosis material particulado fraccion respirable PM, ;extraido con diclorometano en la ciudad de Cucuta

Tratamiento P’°mei"[’)ge daio 5 T':w de :am 3 %::ﬁ‘;i':;as % de Viabilidad
DMSO 1 % 38+8 135 15| 0 0 11 98
H,0, 25mM 187 + 15 5] 15| 50 80 97 95
50 g 70+ 9 88| 53| 9 0 41 96
100 pg 103+ 13 15| 19| 100 16 90 97
150 pg 135+ 15 71 10l 22| 100 95 08

Todos los valores provienen de 150 datos, obtenidos de tres experimentos independientes. Los rangos para los tipos de dafio,
se obtuvieron de la siguiente manera: De 0 a 41 ym, tipo de dafio 0 = no dafio; de 42 a 83 pm, tipo de dafio 1= dafio bajo; de
84 a 125 pym, tipo de dafio 2 = dafio medio y mayor a 126 ym, tipo de dafio 3 = dafio alto. Ademas se determind el porcentaje de
células dafiadas y la viabilidad celular después de 1h de tratamiento.

Tabla N.3. Genotoxicidad (expresado en longitud de cola, um), en linfocitos humanos, expuestos a diferentes de

dosis material particulado fraccion respirable PM, ; extraido con acetona en la ciudad de Cucuta

Tratamiento P’°"‘e'iigge dafo ; T':’° de :a"° ; %j':ﬁ‘;‘:::fs % de viabilidad
DMSO 1 % 3818 135] 15| 0 0 1 98
H,0, 25mM 187 £ 15 5| 15| 50| 80 97 95
50 ug 70% 9 88| 53| o 0 M 96
100 pg 103+ 13 15| 19| 100 16 90 97
150 g 135+ 15 71 10| 22| 109 95 98

que producen més dafo en el ADN, también afectan
mas el nimero de células. Es de resaltar que cuando se
analiza la genotoxicidad del PM, ; extraido con acetona
(Tabla 3), esta muestra un incremento ligeramente
superior a la genotoxicidad encontrada cuando se
hizola extracciéon con diclorometano (Tabla 2). Estos
resultados se pueden atribuir al hecho de que cuando
se realizo la extraccion con acetona se obtuvieron mas
compuestos y que estos inducen mayor genotoxicidad.

Segln la Tabla 2 y la Tabla 3, todas las dosis
de PM, ; analizadas producen dano en el ADN de
linfocitos humanos. Esto indica que la mayoria de los
mutagenos que llegan a la poblacién en las particulas
del aire pueden penetrar hasta el nacleo de células
humanas y dafiar su ADN. Estos resultados concuerdan
con estudios que se han realizado en Colombia y en
otros paises (U.S. EPA. 2002; Arlt, 2005; Meléndez,

Martinez y Quijano, 2012). Estos hallazgos indican
que parte de la genotoxicidad mostrada por el aire
de Cucuta, es ocasionada por los HAPs encontrados,
dado que existe suficiente evidencia que correlaciona
la presencia de estos compuestos y el riesgo para la
salud humana. Por ejemplo, el benzo (a) pireno esta
clasificado segun la EPA (State of California EPA, 2008),
en el grupo 1 como carcindgeno para humanos; el
dibenzo (a,h) antraceno se clasifica en el grupo 2A
como probablemente carcinonogénicos para huma-
nos; el benzo (a) antraceno, el benzo (b) fluoranteno
y el indeno (1,2,3 cd) pireno se clasifican en el grupo
2B como posiblemente carcinogénicos para humanos;
el benzo (g,h.i) perileno se clasifica en el grupo 3 no
clasificable como carcinogénico para humanos. La
EPA yla Agencia Internacional para la Investigacion
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sobre el Cancer (IARC, 2010), destacan al dibenzo [a,h]
pireno como posible carcinégeno.

Teniendo en cuenta que se observd dano geno-
téxico en linfocitos humanos, se puede concluir que:
D) el material particulado fraccion respirable PM, ; en
una zona de alto flujo vehicular de Cacuta-Norte de
Santander puede ser uno de los factores de riesgo que
contribuyen al aumento del indice de cancer en la
poblacién expuesta, debido a que pueden inducir mu-
taciones en el genoma de las células expuestas y ademas
pueden penetrar hasta el nticleo de linfocitos humanos y
causar dano genotéxico en su ADN. 2) Elaire de Cicuta
muestra genotoxicidad, la cual probablemente se debe a
los HAPs: benzo[a]pireno, benzo[a]antraceno, benzo[b]
fluoranteno, benzo[k] fluoranteno, indenol1,2,3-cd] pire-
noy dibenzol[a,h] antraceno, asi como a los metales Cd, Cr,
Pb, Zny Fe, encontrados en la materia orgénica del PM,
de esta localidad, esta genotoxicidad esté relacionada con
las emisiones de los motores diésel que circulan por la
ciudad de Cacuta.

En la extraccion de HAPs con Acetona se logra
detectar en la ciudad de Cacuta, el benzo[g,h,i] perileno
que es un indicador de HAPs emitidos por los escapes
de los motores de diésel y de gasolina.
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