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RESUMEN 

  

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) dibenzo(a,h)antraceno, 

benzo(ghi)perileno, benzo(b)fluoranteno y el benzo(a)pireno se han identificado en el 

aire urbano de la Ciudad de México y se clasifican como carcinógenos humanos. En el 

presente estudio, se coincubaron linfocitos periféricos humanos in vitro a diferentes 

concentraciones de los cuatro HAPs con (+S9) y sin (-S9) activación metabólica animal. 

Los efectos genotóxico y citotóxico de cada HAP se evaluaron con el ensayo cometa 

alcalino y tinción de exclusión con azul tripano respectivamente, mientras que el daño 

oxidante al ADN se determinó con la detección de los niveles del aducto 8-OHdG por el 

método de ELISA. El daño al ADN se analizó mediante dos parámetros genotóxicos: la 

frecuencia de cometas y la longitud de la cauda. Las concentraciones de 20, 40, 80, 160 

y 320 µM de DB(a, h)A -S9; 20, 40, 80, 160 y 240 µM de B(ghi)P-S9; 20, 30, 40, 60 y 

80 µM de B(b)F-S9 y 80 µM de B(a)P-S9 por 24 h indujeron poco aumento pero 

significativo en el promedio de la frecuencia de cometas, en la longitud de la cauda y en 

el nivel de 8-OHdG en relación con el testigo (0.5 % DMSO-S9). Sin embargo, cuando 

los HAPs se coincubaron con la mezcla enzimática (HAPs+S9) produjeron mayor 

incremento siendo significativo  en ambos parámetros genotóxicos  comparado con el 

testigo (0.5 % DMSO+S9). Los HAPs-S9 y HAPs+S9 mostraron una relación de 

concentración-efecto. La viabilidad de los linfocitos expuestos a todos los HAPs-S9 y 

HAPs+S9 no se modificó en comparación con los testigos. Los resultados de este 

estudio demuestran que  los ensayos cometa y ELISA son rápidos, adecuados y 

sensibles para detectar daño en el ADN in vitro inducido por HAPs en linfocitos 

periféricos humanos. 
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ABSTRACT 

The polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) dibenzo(a,h)anthracene, 

benzo(ghi)perylene, benzo(b)fluoranthene and benzo(a)pyrene have been identified in 

urban air from Mexico City, and some are classified as human carcinogens. In the 

present study, human peripheral blood lymphocytes were exposed in vitro to different 

concentrations of PAHs with (+S9) or without (-S9) metabolic activation. The 

genotoxic and cytotoxic effects of each PAH were examined with an alkaline comet 

assay and trypan blue dye exclusion, and oxidative DNA damage was determined via 

the detection of 8-OHdG adduct levels by ELISA. The DNA damage was evaluated 

with two genotoxicity parameters: the frequency of comets and the comet tail length. 

Concentrations of 20, 40, 80, 160 and 320 µM DB(a,h)A-S9; 20, 40, 80, 160 and 240 

µM B(ghi)P-S9; 20, 30, 40, 60 and 80 µM B(b)F-S9; and 80 µM B(a)P-S9 for 24 hours 

induced a small but significant increase in the means of comet frequency, in the tail 

length and in the 8-OHdG levels in relation to the control (0.5 % DMSO-S9). However, 

all PAHs+S9 produced a more significant increase in DNA strand breaks and the level 

of 8-OHdG compared to the control (0.5 % DMSO+S9), with a concentration-effect 

relationship. The viability of lymphocytes exposed to all PAHs-S9 and PAHs+S9 was 

not modified compared with the control. The results of this study demonstrate that the 

comet and ELISA are rapid, suitable and sensitive methods to detect in vitro PAHs-

induced DNA damage in human peripheral lymphocytes. 
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1. Introducción 

 

Muchos hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs)  son agentes ambientales 

con capacidad para inducir cáncer humano. En 1775, el médico cirujano británico Sir 

Percival Pott demostró una relación entre los limpiadores de las chimeneas expuestos 

prolongadamente al hollín y la incidencia de cáncer de escroto (Baird et al., 2005). 

Desde 1876, se ha reportado cáncer de piel en trabajadores de las destilerías de 

alquitrán (Kriek et al., 1998), pero las investigaciones en carcinogénesis inducida por 

HAPs iniciaron en los años 30 cuando Kennaway (1930) identificó y aisló al 

benzo(a)pireno (BaP) como el  principal constituyente carcinógeno del alquitrán de 

carbón, desde entonces este HAP ha sido uno de los más extensamente estudiados  en 

mamíferos  y en poblaciones humanas (Park et al., 2006). 

Brookes y Lawley (1964), encontraron asociación de las interacciones de los 

HAPs con el ADN y su potencial carcinogénico y tumorogénico cuando se aplican 

repetidamente en piel de ratón, pero la evidencia de que la activación metabólica está 

involucrada en la formación de intermediarios metabólicos que interactúan con el ADN, 

fue demostrada hasta 1968 por Grover y Sims quienes aislaron los aductos ADN-HAP, 

lo cual les permitió proponer la hipótesis de que los HAPs son convertidos a epóxidos 

antes de unirse al genoma. 

En 1973 Borgen et al. incubaron  el B(a)P con ADN en presencia de fracciones 

microsómicas de hígado de rata,  detectaron al metabolito,  B(a)P-7,8-dihidrodiol, que 

interacciona con el ADN. Posteriormente, Sims y Grover (1974) mostraron que el B(a)P 

es metabolizado a diol epóxidos y sintetizaron el 7,8-dihidrodiol-9,10-epóxido de B(a)P 

(BPDE), como último metabolito carcinogénico responsable de la unión con el ADN.  
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Miller y Miller (1981), confirmaron que muchos carcinógenos, incluyendo a los HAPs, 

no son tóxicos por sí mismos, sino que requieren del metabolismo celular para ser 

convertidos por oxidación a metabolitos electrofílicos reactivos por las enzimas 

citocromo P-450 (CYP450) antes de interactuar con macromoléculas celulares como el 

ADN.  

El descubrimiento del aducto 8-OHdG como resultado del estrés oxidante 

celular fue realizado por Kasai et al. (1984), que desarrollaron un método de 

HPLC/fluorescencia, que funcionara como trampa para mutágenos y carcinógenos que 

reaccionan con las bases del ADN y sugirieron que los radicales libres participan  en la 

oxidación del C-8 de la guanina. Floyd et al. (1986), detectaron el aducto 8-OHdG por 

HPLC con un detector electroquímico (HPLC/EC), método ampliamente usado por 

varios grupos de investigadores para identificar analíticamente el daño al ADN en 

hígado y riñón de rata después de tratamientos con sustancias carcinogénicas y 

promotoras de tumores (Fiala et al., 1989; Umemura et al., 1990; Tagaki et al., 1991; 

Cattley y Glover, 1993).  
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2. ANTECEDENTES  

 

2.1 Hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) 

Los HAPs son una clase diversa de compuestos orgánicos constituidos por 

cuatro a seis anillos de benceno unidos entre sí, generalmente son lipofilícos, propiedad 

que se incrementa al aumentar su complejidad estructural, generalmente se presentan 

como mezclas. Se producen por procesos de combustión incompleta y sus emisiones al  

ambiente ocurren desde siglos pasados por el  empleo de combustibles  de uso 

industrial, en la calefacción y el transporte, entre otros (Bostrom et al., 2002).  

Existen más de 100 clases diferentes de HAPs que se encuentran en forma 

natural en el ambiente, que pueden ser elaborados individualmente para efectos de 

investigación, pero las mezclas encontradas en los productos de combustión no pueden 

ser sintetizados como sustancias químicas puras.  

Los HAPs son contaminantes ubicuos y sus consecuencias en el ambiente son 

nocivas, ya que tienen propiedades tóxicas, mutagénicas o cancerígenas, por lo que 

representan un riesgo para los seres vivos y la salud humana. 

2.2 Fuentes de emisión de HAPs 

Los HAPs se forman de manera natural como resultado de la combustión 

incompleta del carbón, del petróleo, de los incendios forestales, de las erupciones 

volcánicas, y de las fuentes antropogénicas como el tráfico intenso de vehículos, de los 

procesos industriales, de las incineradoras y de la calefacción de casas habitación. Otros 

HAPs se encuentran en el humo del tabaco y son ampliamente distribuidos en el aire, 

suelos, aguas, sedimentos y alimentos (Peluso et al., 1998; Phillips, 1999; Martí-Cid et  
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al., 2008). En general, los seres vivos están constantemente en contacto con HAPs y a 

exposiciones elevadas se asocian con el  riesgo a  enfermedades incluyendo al cáncer 

(Mastrangelo et al., 1996). Estudios epidemiológicos han evidenciado mayor incidencia 

de cáncer pulmonar por exposición a HAPs en poblaciones urbanas que en rurales y en 

fumadores que en no fumadores (Kriek et al., 1998; Phillips, 1999). 

Las principales fuentes de exposición ocupacional a los HAPs las constituyen la 

industria de aluminio, de coque, de fundición de hierro y de acero, el procesamiento del 

petróleo, la fabricación de asfalto,  la pavimentación de carreteras, los procesos de 

vulcanización de la goma de caucho, la producción de energía a partir del petróleo, del 

carbón o cualquier otro combustible de origen orgánico (US EPA 1995). 

Los trabajadores de los hornos de coque están muy expuestos al alquitrán de 

carbón que es rico en HAPs, particularmente de B(a)P que está asociado con la 

incidencia de cáncer de pulmón. La exposición ocupacional o ambiental a los HAPs 

puede ser evaluada con la detección de aductos de ADN en células humanas, su  

medición es considerada como el mejor biomarcador molecular de exposición a 

genotoxinas ambientales el cual se relaciona con el riesgo a desarrollar cáncer 

(Pavanello et al., 1999, 2005). 

La calefacción doméstica con petróleo o con leña son también fuentes 

importantes de HAPs. La ingestión de alimentos a la parrilla o fritos aporta grandes 

cantidades de HAPs e incrementan el riesgo de iniciar enfermedades cardiovasculares. 

Muchos agentes químicos mutagénicos inducen la formación de aductos de ADN, como 

las aflatoxinas, N-nitrosaminas y aminas heterocíclicas (Strickland y Groopman, 1995; 

Goldman y Shields, 2003).  
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 Estudios con animales de laboratorio reportan que la exposición a una dieta rica 

en HAPs puede inducir tumores en el aparato digestivo. En los seres humanos también 

hay evidencias de la relación entre una dieta que genere HAPs  y el aumento de cáncer 

de colon y de hígado  (Goldman y Shields, 2003).  

 

2.3 HAPs en el aire urbano de la Ciudad de México 

En el área metropolitana de la Ciudad de México se han identificado 

concentraciones elevadas de HAPs, (Marr et al., 2004; Molina y Molina, 2004; Velasco 

et al., 2004; Thornhill et al., 2008) y algunos son considerados como carcinógenos 

humanos y de otros se sospecha. Los HAPs están asociados principalmente con las 

partículas finas de aire formando mezclas orgánicas complejas (Miguel et al., 1998; 

Eiguren-Fernandez et al., 2004). La exposición a mezclas orgánicas complejas se ha 

relacionado con bajo peso de los recién nacidos (Choi et al., 2006; Tang et al., 2006), 

con problemas respiratorios en infantes (Jedrychowski et al., 2005) y con la muerte 

prematura causada por enfermedades cardiovasculares y respiratorias (Samet et al., 

2000; Cohen, 2002; Pekkanen et al., 2002; Pope et al., 2002; Colburn y Johnson, 2003; 

Dominici et al., 2003).  

Se ha determinado la presencia de HAPs asociados a las partículas suspendidas 

totales en el suroeste de la Ciudad de México, identificándose diez HAPs, entre los de 

mayor concentración en promedio anual son: benzo(ghi)perileno, indeno(1,2,3-

cd)pireno, benzo(b)fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(a)pireno y fenantreno 

(Amador-Muñoz et al., 2001, 2008; Calderón-Segura et al., 2004; Villalobos-Pietrini et 

al., 2006) (Figura 1). Gutiérrez-Castillo et al. (2006), identificaron y cuantificaron trece 

HAPs en la MOE (materia orgánica extraíble) del aire de la Ciudad de México tales  
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como el acenaftileno, antraceno, benzo(a)antraceno* benzo(b)fluoranteno*, 

benzo(k)fluoranteno* benzo(ghi)perileno* benzo(a)pireno* criseno, 

dibenzo(a,h)antraceno* fenantreno fluoranteno, indeno(1,2,3-cd)pireno* y pireno, de los 

cuales siete se consideran como carcinógenos (*) y constituyen del 53.3 al 73.3 % de la 

concentración total de HAPs. 

 

 

 

En el aire de la Ciudad de México se han identificado diveros HAPs entre los 

más abundantes se encuentran los siguientes:

Amador-Muñoz et al. 2001

Calderón Segura et al. 2004

benzo(b)fluoranteno 1.19

benzo(ghi)perileno 3.91

dibenzo(a,h)antraceno              1.27

fenantreno 1.14

indeno(1,2,3-cd)pireno 1.0

fluoranteno 0.66

pireno 0.82

benzo(a)pireno 2.01

benzo(k)fluoranteno 0.27

criseno 0.73

Promedio anual de HAPs en ng/cm3 adsorbidos a las partículas 

PM10 en la zona suroeste de la Ciudad de México  

 

Figura 1. Promedio anual de HAPs en la atmósfera de la Ciudad de México. 

 

 

 

2.4 Benzo(a)pireno  

El benzo(a)pireno es un HAP derivado del alquitrán de hulla y producto de la 

combustión incompleta del petróleo,  se ha identificado en el aire,  en agua potable, en  
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aguas residuales, sedimentos y en los alimentos cocinados al carbón. El B(a)P se 

absorbe rápidamente por vías oral, respiratoria y dérmica. También es conocido como 

1,4-benzo(a)pireno (B(a)P), su fórmula química condensada es C20H12 y peso 

molecular de 252.3. Es prácticamente insoluble en agua pero soluble en benceno, 

tolueno, xileno y poco soluble en alcohol y metanol (Budavari et al., 1989). La vida 

media del B(a)P es de 1 a 6 días en la atmósfera, de 1 a 8 horas en el agua, de 5 a 10 

años en los sedimentos y de 14 a 16 meses en el suelo (US EPA, 1984).  

El B(a)P es metabolizado por el complejo de enzimas CYP450 para constituir 

7,8-dihidrodiol que al oxidarse se transforma en 7,8-diol-9,10-epóxido considerado 

como el último metabolito carcinogéno del benzo(a)pireno. Durante el metabolismo 

oxidante también se forman fenoles y quinonas que son conjugados por el complejo 

enzimático glutatión-S-transferasa para  ser  eliminados por vías urinarias, heces o sudor 

(IARC, 1983).  

 

2.5 Dibenzo(a,h)antraceno  

 El dibenzo(a,h)antraceno es un HAP con cinco anillos aromáticos (Budavari et 

al., 1989; ATSDR, 1993). También se conoce como 1,2,5,6-dibenzo(a,h)antraceno, 

1,2:4,6-dibenzo(a,h)antraceno, 1,2:5,6-dibenzo(a,h)antraceno, DB(a,h)A, o DBA, su 

fórmula química condensada es C22H14,  peso molecular de 278,33 y punto de fusión 

de 266c. Es insoluble en agua, ligeramente soluble en alcohol y éter,  solubles en éter de 

petróleo, xileno, benceno, tolueno, aceites y otros disolventes orgánicos (Budavari et al., 

1989). Es un componente del alquitrán de hulla y del hollín (IARC, 1985), se ha 

detectado en el escape de los motores de gasolina, en las emisiones de hornos, en el 

humo del cigarro, en las carnes asadas al carbón (IARC, 1983; ATSDR, 1993). Después  
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de la absorción se distribuye en varios tejidos con mayor acumulación en el hígado y en 

los riñones (Daniel et al., 1967). Se encuentra en la atmósfera, en el suelo, en la 

superficie del agua de sedimentos  y en suelos cerca de sitios de los desechos 

peligrosos, fue el primer HAP sintético que mostró tener propiedades carcinogénicas 

(IARC, 1983). 

 

2.6 Benzo(b)fluoranteno  

 El benzo(b)fluoranteno, es un sólido cristalino con una fórmula química 

condensada de C20H12 y peso molecular de 252.32 (Lide, 1991), con cuatro o cinco 

anillos aromáticos, es prácticamente insoluble en agua y ligeramente soluble en benceno 

y acetona. Se encuentra en combustibles como el petróleo, se ha detectado en el humo 

del cigarro, en el aire urbano, en el escape del motor de gasolina, en las emisiones de la 

quema de carbón, en los alimentos asados, ahumados fritos o en aceites y margarinas 

(IARC, 1983), también en los suelos, aguas subterráneas y  en sitios de desechos 

peligrosos (ATSDR, 1990). También es conocido como benzo (e) acefenantrileno, 3,4-

benzoacefenantrileno (e), 2,3 benzofluoranteno, 3,4 benzofluoranteno o 

benzo(e)fluoranteno (IARC, 1983). 

 

2.7 Benzo(ghi)perileno  

 El benzo(ghi)perileno, también conocido como 1,12-benzoperileno, es un HAP 

con seis anillos aromáticos. Proviene del petróleo crudo y de los productos de 

combustión incompleta del alquitrán y del carbón (US EPA, 1987). Su fórmula química 

condensada es C22H12 y peso molecular de 276,3 (IARC, 1983), es prácticamente 

insoluble en agua pero es soluble en 1,4-dioxano, diclorometano, benceno y acetona. Se  
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ha identificado en el humo del cigarro, carnes a las brasas y en los aceites comestibles 

(IARC, 1983), se deposita en suelos, aguas subterráneas y superficiales de sedimentos, 

en sitios de desechos peligrosos y  en el aire (ATSDR, 1990). 

 

2.8 Biomarcadores de exposición, de efecto y de susceptibilidad 

La presencia de un xenobiótico en el ambiente representa un riesgo para los 

organismos vivos, para cuantificar su exposición e impacto se usan biomarcadores. 

Los biomarcadores están relacionados con el tiempo de exposición y el tipo de 

xenobiótico, en algunas ocasiones se pueden detectar con técnicas sensibles y semanas 

después de la exposición, sin embargo, en otros casos el periodo de su detección 

depende más de su vida media. 

Los biomarcadores son cambios medibles en un sistema o matriz biológica, que 

pueden ser bioquímicos, fisiológicos o morfológicos y se interpretan como el reflejo de 

la exposición a un agente tóxico (Grandjen et al., 1994). Los biomarcadores más usados 

son los que se pueden obtener de forma menos invasora, entre sus características ideales 

se encuentran las siguientes: que sean específicos para el xenobiótico, que se usen 

métodos de detección sensibles y confiables en matrices o tejidos biológicos de fácil 

obtención como orina, sangre, pelo o aire expirado y que la técnica sea de bajo costo 

(Grandjean et al., 1994; Gil y Pla, 2001). 

Los biomarcadores son utilizados como indicadores del estado de salud o de 

riesgo a enfermedades y se clasifican en tres tipos, biomarcadores de exposición, de 

efecto y de susceptibilidad (WHO, 1993; Albertini et al., 1996; Schulte, 2005). 

Biomarcadores de exposición. Puede ser un compuesto químico exógeno, sus 

metabolitos o el producto de la interacción con una biomolécula, esta clase de   
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biomarcadores se pueden medir en sangre, orina, cabello, uñas o en ADN, ARN, lípidos  

y proteínas. Se distinguen dos tipos basados en las pruebas de detección: a) Los 

marcadores de dosis interna (selectivos), indican que el agente tóxico ha entrado al 

organismo, miden directamente la concentración del xenobiótico o sus metabolitos en 

fluídos biológicos mediante análisis químicos, se utiliza principalmente para cuantificar 

la concentración del agente (s) tóxico(s) acumulado (s) en el tejido, en el órgano o en el 

organismo completo como por ejemplo los niveles de plomo en la sangre. Los 

metabolitos de los HAPs son biomarcadores de exposición de dosis interna tal como los 

niveles de 1-hidroxipireno (1-HP) en orina y en suero, que estima la exposición 

individual a HAPs (Bernard y Lawerys, 1986; Van Cauteren et al., 1996; Sorensen et 

al., 2003) y b) Los biomarcadores de dosis biológicamente efectiva (no selectivos) 

indican que el agente tóxico ya ha producido daño en el organismo. Son moléculas 

sencillas o complejas que forma el agente tóxico o sus metabolitos con los ácidos 

nucléicos, proteínas o lípidos, reflejan acciones mutagénicas y/o carcinogénicas. Son 

útiles cuando la vida media del xenobiótico es muy corta y resulta difícil medir su 

concentración.  

Los HAPs inducen la generación de radicales libres y especies reactivas de 

oxígeno (EROs) que producen estrés oxidante. Casi todos los biomarcadores de daño 

oxidante al ADN están en la categoría de biomarcadores de dosis biológicamente 

efectiva, el mejor ejemplo es  el aducto 8-OHdG, principal producto de la reacción de 

los radicales hidroxilo con la guanina (Bernard y Lawerys, 1986; Van Cauteren et al., 

1996; Sorensen et al., 2003). 

Biomarcadores de efecto o respuesta. Son indicadores de cambios bioquímicos 

en el organismo como resultado de la exposición a agentes tóxicos, no identifican al  
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xenobiótico que provoca el daño, sino que miden la respuesta tóxica en el organismo. 

Deben ser detectados antes de que el daño sea irreversible. Son los biomarcadores más 

estudiados e incluyen a las alteraciones de actividades enzimáticas, aductos de lípidos y 

proteínas, incremento de proteínas y anticuerpos específicos (autoanticuerpos) (Repetto, 

2009). Se pueden considerar dos tipos: a) Los marcadores de efecto temprano, que 

representan alteraciones genéticas como mutaciones, intercambios de cromátidas 

hermanas, entre otras y b) Los marcadores de enfermedades, son manifestaciones 

preclínicas o de un estado inicial de la enfermedad. 

No siempre es fácil distinguir entre un biomarcador de exposición con  el  de 

efecto, tal vez el ejemplo más típico es la formación de aductos de ADN (unión 

covalente de carcinógenos químicos con el ADN). Se considera un biomarcador de 

exposición al producto de una reacción del xenobiótico con el ADN que  a su vez indica 

la respuesta celular. La formación de aductos de ADN generalmente se correlaciona con 

el proceso carcinogénico por lo que es un excelente biomarcador para entender la 

epidemiología molecular del cáncer. Entre los agentes tóxicos inductores de aductos de 

ADN humano se encuentran los HAPs, las aminas aromáticas, las aminas heterocíclicas, 

las micotoxinas y los agentes alquilantes.  Sin embargo, Moller (2006) y Györffy et al. 

(2008), clasifican como biomarcadores de exposición a los aductos de proteínas y de 

ADN e incluyen lesiones del ADN detectadas por medio del ensayo cometa ya que 

provee información de la dosis biológicamente efectiva, mientras que clasifican a las 

aberraciones cromosómicas y micronúcleos como biomarcadores de efecto biológico 

temprano, debido a que detectan un estado de la carcinogénesis posterior al mostrado 

por los biomarcadores de exposición.  Sin embargo, Valverde et al. (1999) y Tice et al.  
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(2000) consideran al ensayo cometa como un biomarcador de efecto, así como a los 

intercambios de cromátidas hermanas, aberraciones cromosómicas y micronúcleos.  

Biomarcadores de susceptibilidad. Son indicadores de la susceptibilidad 

individual hacia un agente tóxico. Se conocen dos tipos: a) Los biomarcadores de 

polimorfismos enzimáticos del metabolismo de xenobióticos, los cuales miden la 

actividad del complejo enzimático CYP450, involucrado en las reacciones de óxido-

reducción de la fase I del metabolismo de xenobióticos (activación), para formar 

metabolitos primarios reactivos. El polimorfismo genético de las enzimas CYP450 

determina las diferencias en la susceptibilidad de los individuos para desarrollar 

enfermedades y b) Los biomarcadores de polimorfismos enzimáticos de las reacciones 

de  conjugación miden la actividad de las enzimas de conjugación  de la fase II del 

metabolismo (inactivación) tales como el complejo glutatión-S-transferasa, 

acetiltransferasa y sulfotransferasa implicadas en la desintoxicación de metabolitos 

reactivos. La predisposición al cáncer se ha relacionado con el polimorfismo genético 

de estas enzimas (Van Cauteren et al., 1996). 

 

2.9 Genotoxicidad in vivo e in vitro de HAPs 

La exposición ambiental es un campo de investigación ampliamente estudiado 

desde hace varias décadas debido al aumento constante de contaminantes, se han 

realizado numerosos estudios epidemiológicos por el riesgo que representan para la 

salud humana. Los aductos de ADN mediante 
32

P-postmarcaje/HPLC, 

HPLC/fluorescencia y 
32

P-postmarcaje/TLC, son el principal biomarcador usado en  
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poblaciones humanas, se analizan generalmente en leucocitos y linfocitos periféricos 

humanos de personas que habitan en ciudades muy contaminadas. 

Hemminki et al. (1990) reportaron de  2 a 3 veces más el  nivel de aductos de 

ADN en leucocitos de personas expuestas de 0.015 a 0.057 µg/m
3
 B(a)P en el aire 

proveniente de los hornos de coque en Polonia, que personas que habitan a las afueras 

de la ciudad. Los resultados no mostraron relación lineal entre los aductos de ADN y los 

niveles del HAP en el ambiente, por lo que concluyen que hay otras fuentes como la 

dieta que puede contribuir al daño genotóxico.  

Perera et al. (1992) realizaron estudios en la misma área geográfica y en grupos 

similares,  sus resultados muestran que la exposición al  B(a)P de 0.006 a 0.057 µg/m
3
  

ambiental se asocia con el incremento significativo en los aductos de ADN, en los  

intercambios de cromátidas hermanas y en aberraciones cromosómicas en muestras de 

sangre completa. 

Santella et al. (1993) usaron el inmunoensayo de ELISA para detectar aductos 

HAPs-ADN en leucocitos de sangre periférica e identificaron el metabolito 1-HP en 

orina de individuos de una fundidora de hierro encontrando correlaciones positivas entre 

ambos biomarcadores y variación interindividual. 

En linfocitos periféricos humanos expuestos a concentraciones de 10, 25, 50 y 

100 µM de B(a)P por 4 h se observó aumento significativo de los aductos de ADN por 

32
P-postmarcaje en comparación con el valor testigo (Roggeband et al., 1994).  

Binkova et al. (1995) y posteriormente Lewtas et al. (1997), reportaron una 

correlación significativa entre la exposición a los HAPs en un rango de 0.01 a 0.02 

µg/m
3   

y de 0.002 a 0.004 µg/m
3 

B(a)P por 24 h con el nivel de aductos de ADN (de 4 a  
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6.5 aductos/10
8 

nucleótidos) en leucocitos de mujeres no fumadoras expuestas al aire 

muy contaminado por la combustión de carbón urbano en la República Checa. 

Nielsen et al. (1996a) monitorearon a conductores de autobuses no fumadores 

urbanos y suburbanos, fumadores y no fumadores de áreas rurales para evaluar aductos 

de ADN en linfocitos periféricos y establecieron para los conductores del área urbana 

correlaciones positivas con el nivel de aductos de ADN (40 aductos/10
8 

nucleótidos) y  

la concentración de los contaminantes comparado con  los valores del grupo suburbano 

y de los testigos (2.4 aductos/10
8 

nucleótidos) y no encontraron influencia significativa 

con  los hábitos de fumar y la dieta. 

Nielsen et al. (1996b) detectaron niveles significativos de aductos de ADN en 

linfocitos periféricos, niveles de aductos de hidroxietilvalina en hemoglobina y de 1-HP  

en orina de trabajadores de un estacionamiento de autobuses expuestos a la 

contaminación por diesel, comparado con los testigos. 

Shu-Xin et al. (1997), publicaron niveles significativos de aductos de ADN en 

leucocitos de trabajadores de una mina de carbón con  exposición adicional a 

contaminantes del diesel. 

En células de pulmón, hígado y corazón de ratas Lewis con administración 

intraperitoneal de 10 mg/kg por 1, 2, 4 y 11 días,  se observaron niveles más elevados 

de aductos de ADN en hígado, que en corazón y pulmón (Godschalk et al., 1997). 

Hemminki et al. (1997), determinaron aumento significativo en los  niveles de 

aductos de ADN en leucocitos y del 1-HP en orina  de  trabajadores expuestos de  5 a 

200 ng/m
3 

 B(a)P,  con una relación de concentración-efecto.  

En personas ocupacionalmente expuestas de la industria del aluminio y en las 

fundidoras de hierro, detectaron niveles significativos de  aductos de ADN en linfocitos  
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periféricos y del metabolito 1-HP en orina comparado con los testigos (Schoket et al., 

1999). 

Poirier (1999), señaló aumento significativo del nivel aductos de ADN en sangre 

completa de soldados de la armada de Estados Unidos de América en Kuwait  expuestos  

a  0.00023 µg/m
3
 de B(a)P. Los mismos soldados en Alemania expuestos a 0.0015-

0.007 µg/m
3
 de B(a)P no mostraron diferencias significativas en la inducción de aductos 

de ADN,  lo que sugirió que la dieta en Kuwait  juega un papel importante como  fuente 

de HAPs. 

En células HL-60 de leucemia promielocítica humana expuestas a 2, 6, 10 y 30 

µM a DB(a,l)P, BaP,  B(b)F, DB(a,h)A y fluoranteno por 4 h, no hubo  incremento 

significativo en los niveles de aductos de ADN (Melendez et al., 2000). 

La detección de aductos de ADN y de HAPs se han determinado por 
32

P-

postmarcaje/HPLC, en hepatocitos de rata Wistar expuestos a 2.5, 7.5 y 25 µg/ml/6 h de 

la materia orgánica extraíble  del invierno y del verano en las zonas industrial y rural en 

la República Checa,  los resultados evidenciaron mayor concentración de HAPs  y de 

aductos  en el invierno  que en el verano en la zona industrial que en la rural (Topinka et 

al., 2000). Los mismos resultados fueron obtenidos por Binková et al. (2007), en ADN 

de timo de ternera expuestos in vitro a 100 µg/ml/24 h de la MOE en Praga. 

Perera et al. (2005), detectaron niveles elevados de aductos de ADN en 

linfocitos periféricos de mujeres embarazadas y de cordón umbilical en las cercanías del 

World Trade Center (WTC) en Manhatan, Nueva York.  

En personas caucásicas también se han determinado niveles significativos de 

aductos de ADN de linfocitos periféricos, que dependen de factores como el hábito de 

fumar, la dieta y la exposición intramuros (Pavanello et al., 2006).  
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En hepatocitos de ratón CD2F1 con administración peritoneal 50, 100 y 200 

mg/kg de B(a)P por 1, 3, 7, 14 y 28 días indujeron aumento significativo  de aductos de 

ADN con  una respuesta de dosis-efecto (Sing et al., 2006).  

En hepatocitos de rata expuestos a concentraciones de 3, 10 y 30 µM  de  

DB(a,l)P, B(a)P, B(b)F, DB(a,h)A y fluoranteno por 24 h, identificaron niveles 

significativos de aductos de ADN  mediante 
32

P-postmarcaje, la inducción  fue mayor 

con el DB(a,l)P > B(a)P > DB(a,h)A > fluoranteno (Staal et al., 2007), la misma acción 

genotóxica fue evidenciada en las células MCF-7 de cáncer de mama expuestas a HAPs 

por 4 y 24 h, el DB(a,l)P produjo mayores niveles del aducto que B(a)P > DB(a,h)A.  

Otro importante biomarcador empleado para evaluar el daño al ADN en 

biomonitoreo ambiental es el ensayo cometa alcalino en diferentes líneas celulares 

humanas. En células HepG2 de hepatoma humano expuestas a BaP 0.1, 1, 4 y 10 µM 

por 24 h, mostraron  incremento significativo en el momento de la cauda del cometa y 

en el estrés oxidante (Park et al., 2006). 

Wilhelm et al. (2007) observaron incremento en el momento de la cauda en 

linfocitos periféricos de niños que viven cerca de una planta de hornos de coque en 

Alemania, con altas concentraciones de HAPs ambientales. En linfocitos de niños 

expuestos al humo de cigarro  (fumadores pasivos), encontraron mayor momento de la 

cauda y del porcentaje de ADN de la cauda mostrando una asociación entre el daño al 

ADN y la exposición al humo de cigarro (Zalata et al., 2007).   

 

2.10 Evaluación del riesgo carcinogénico de los HAPs 

Las partículas suspendidas en la atmósfera comprenden una mezcla de 

compuestos, entre los que se encuentran los HAPs. Se ha evaluado el daño a la salud  
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asociado con la exposición ambiental a HAPs por diferentes agencias de protección a la 

salud y al ambiente como: International Agency for Research on Cancer (IARC), 

Environmental Protection Agency (EPA), National Toxicology Program (NTP) y 

Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR). Éstas consideran como 

carcinógenos humanos a los contaminantes ambientales: benzo(a)antraceno, 

benzo(b)fluoranteno, benzo(j)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, 

dibenzo(a,h)antraceno e indeno(1,2,3-c,d)pireno (Castaño-Vinyals et al., 2004). La 

Internacional Agency for Research on Cancer (IARC, 1983), ha evaluado el riesgo 

genotóxico de los HAPs en los seres humanos  clasificándolos según su potencial 

carcinogénico como se muestra las Figuras 2 y 3. 

 

 

Genotoxicidad

Grupo1 Carcinogénico en humanos 

Grupo 2A Probable carcinogénico humano

Grupo 2B Posible carcinogénico humano

Grupo 3 No clasificable como carcinogénico humano

Grupo 4 Probablemente no carcinogénico humano

IARC 1983
 

Figura 2. Clasificación del riesgo genotóxico de los hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (HAPs). 
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Figura 3. Clasificación del riesgo genotóxico de los principales HAPs presentes en 

la atmósfera. 

 

 

2.11 Metabolismo de HAPs 

Los HAPs son compuestos lipofílicos químicamente inertes, por lo que requieren 

ser activados metabólicamente para formar intermediarios electrofílicos. En general, la 

biotransformación de los HAPs involucra enzimas que se localizan en el retículo 

endoplásmico liso y en el citosol en tres fases metabólicas: la Fase I, con reacciones de  
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óxido-reducción catalizadas por el sistema de enzimas CYP450 convierte a los 

xenobióticos en metabolitos polares. La Fase II, incluye reacciones  de conjugación de 

los metabolitos primarios con moléculas endógenas como glutatión catalizadas por las 

enzimas sulfotransferasa, epóxido hidrolasa, glutation-S-transferasa y UDP-

glicotransferasa a metabolitos conjugados y finalmente, en la Fase III los conjugados 

pueden ser eliminados por excreción vía orina, heces y sudor  (Miller y Ramos, 2001). 

Las CYP1A1 y CYP1B1 son enzimas con actividad de monooxigenasas y en conjunto 

con la epóxido hidrolasas (Miller y Ramos, 2001) (Figura 4), convierten a los HAPs 

lipofílicos vía oxidación-reducción a metabolitos electrofílicos reactivos, los diol 

epóxidos-HAP,  que pueden unirse covalentemente al ADN formando aductos. Los 

epóxidos diol reaccionan  principalmente con la guanina del ADN,  formando los 

aductos 8-OHdG. Los epóxidos diol son muy inestables y cuando no reaccionan 

rápidamente son hidrolizados a tetroles, metabolitos no mutagénicos, utilizados como 

indicadores de la formación de los epóxidos diol (Galván et al., 2005; Harrigan et al., 

2006; Park et al., 2006) (Figura 4).  
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Figura 4. Vía de activación metabólica de los HAPs, basada en el modelo del B(a)P. 

 

Una característica importante de muchos HAPs es su capacidad para activar el 

receptor citosólico aril hidrocarbono (AhR), el cual después de dimerizarse con un 

traslocador aril hidrocarbono nuclear (ARNT), entra al núcleo y controla la expresión de 

los genes del metabolismo de los xenobióticos, incluyendo CYP1A1, CYP1B1 y las 

enzimas metabólicas de fase II, para la desintoxicación (Whitlock, 1999). 

Es bien conocido que el B(a)P es metabolizado por las enzimas CYP450 para 

formar epóxidos diol que interactúan con el ADN produciendo aductos, sin embargo, 

recientemente se han descrito otras rutas metabólicas. El B(a)P puede ser metabolizado 

por las CYP450 con actividad de peroxidasa, vía oxidación de un electrón, generando 

radicales catión-B(a)P, precursores del fenol 6-OH-B(a)P. La auto-oxidación de este 

derivado resulta en B(a)P quinonas (BPQs) después del metabolismo del B(a)P, más del  
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50% como productos metabólicos. Las B(a)P quinonas pueden ser 6,12-, 1,6-, y 3,6- 

B(a)P quinonas, que bajo ciclos redox pueden crear B(a)P dioles y producir especies 

reactivas de oxígeno  (EROs) como el anión superóxido (O2), el peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y el radical hidroxilo (OH
-
) muy reactivos. En particular los radicales hidroxilo 

reaccionan preferentemente con la guanina formando el producto, 8-hidroxi-2‟-

desoxiguanosina (8-OHdG) causando estrés oxidante al ADN. Además de los aductos 

HAPs-ADN,  las EROs producidas durante la conversión metabólica del B(a)P pueden 

inducir genotoxicidad que puede conducir a la carcinogénesis (Burdick et al., 2003; 

Briedé et al., 2004). Las EROs y los metabolitos de HAPs causan daño oxidante al 

ADN y  aductos, que pueden producir  la fragmentación del ADN y mutaciones  (Park 

et al., 2006). 

 

2.12 Aductos de ADN como biomarcadores  

Los biomarcadores de carcinogénesis reflejan los eventos biológicos que ocurren 

entre la exposición a carcinógenos y el desarrollo de cáncer. Las modificaciones de las 

bases del ADN pueden ser tan pequeñas como la oxidación  o tan grandes como la 

unión covalente al ADN (Sharma y Farmer, 2004). Los carcinógenos genotóxicos tienen 

la capacidad de formar aductos de ADN, que son un evento inicial  del desarrollo de 

cáncer, algunos pueden interactuar directamente con el ADN, pero otros requieren 

activación metabólica para formar la ultima especie electrofílica reactiva que se une 

covalentemente a los sitios nucleofílicos del ADN y formar aductos (Hemminki, 1983; 

Dipple, 1995). 

La presencia de aductos de ADN no siempre resulta en mutaciones, como 

cualquier lesión pueden ser eficientemente reparados antes de la división celular, en  
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esos casos los aductos de ADN pueden no ser promutágenos. Sin embargo, cuando no 

son reparadas las alteraciones en la secuencia de ADN influyen sobre la replicación, así 

mismo, cuando los aductos se reparan erróneamente ocurren alteraciones en la 

secuencia, conduciendo a carcinogénesis por un proceso que resulta de la acumulación 

de múltiples mutaciones (Sing y Farmer, 2006). Los eventos genéticos durante la 

carcinogénesis tradicionalmente se han dividido en tres fases, iniciación, promoción y 

progresión, de las cuales la primera es la que se ha asociado con la unión del 

carcinógeno al ADN y la producción de daño (Sharma y Farmer, 2004). Generalmente 

la medición de aductos del ADN es considerada como el mejor indicador de 

genotoxicidad, incluye a todas las bases del ADN modificadas por el compuesto y por 

cada uno de sus metabolitos, mostrando que son excelentes biomarcadores de 

genotoxicidad (Phillips et al., 2000). 

La población humana está constantemente expuesta a carcinógenos en la vida 

diaria (Worgan et al., 2004). Aunque la exposición ocupacional a los agentes 

genotóxicos y carcinógenos se ha podido controlar debido a la práctica y regulación de 

medidas de seguridad en el trabajo; no ocurre lo mismo con los contaminantes del 

ambiente y de la dieta, factores que van aumentando el riesgo a la salud humana (Thier 

y Bolt, 2001; Goldman y Shields, 2003). En las ciudades industrializadas hay niveles 

cada vez mas elevados de contaminantes ambientales siendo los HAPs considerados 

como genotóxicos carcinogénicos (Castaño-Vinyals et al., 2004; Karlsson et al., 2004; 

Vineis y Husgafvel-Pursiainen, 2005). La detección de aductos de ADN en tejidos 

humanos es una excelente herramienta para estudios epidemiológicos moleculares del 

cáncer, ya que se han usado como biomarcadores de exposición a carcinógenos.  
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Los HAPs y sus metabolitos están asociados al aumento en la incidencia de 

diversos tipos de cáncer, dadas las diversas fuentes de estos compuestos y el hecho de 

que algunos grupos poblacionales que residen o trabajan en ambientes con mayor 

riesgo, es necesario el monitoreo biológico de exposición que se puede realizar 

mediante la determinación de la concentración de los aductos en tejidos y fluidos 

biológicos. Los aductos HAPs-ADN son un buen marcador de exposición y las técnicas 

empleadas para su detección y cuantificación han llegado a ser muy confiables en los 

últimos años. 

En la actualidad se usan diferentes técnicas muy sensibles entre las que se 

encuentran la cromatografía líquida de alta resolución con 
32

post-marcaje (HPLC/
32

P), 

con detección electroquímica (HPLC/EC), espectrometría de masas con cromatografía 

de gases (GC-MS), espectrometría de masas MALDI, espectrometría de fluorescencia e 

inmunoensayos (ELISA) (Gupta et al., 1982, 1985, 1998; Talaska y Roh, 1992; 

Randerath y Randerath, 1994; Kriek et al., 1998; Phillips et al., 2000; Sharma y Farmer, 

2004; Phillips, 2005; Pilger y Rudiger, 2006).  

 

2.13 Estrés oxidante  

En condiciones normales, durante el metabolismo aeróbico la transferencia de 

electrones en las células genera niveles bajos de EROs que juegan un papel integral en 

la modulación de algunas funciones fisiológicas, sin embargo, si se producen en 

cantidades excesivas pueden ser dañinos. El estrés oxidante natural resulta del 

desequilibrio entre la generación de EROs y la capacidad antioxidante de la célula, una 

sobreproducción de EROs puede guiar al desbalance entre oxidantes y antioxidantes, 

cuando el nivel es mayor aumenta el estrés oxidante produciendo alteraciones de  
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proteínas, lípidos de membrana, ARN y ADN y sí el daño no es reparado posiblemente 

cause mutaciones, rompimientos de una o dos cadenas de ADN y aberraciones 

cromosómicas, entre otros. 

Todas las formas de vida aeróbica están sujetas constantemente a la acción de 

oxígeno molecular y EROs producidas durante su metabolismo. El daño oxidante al 

ADN es un proceso inevitable por la formación de EROs, sin embargo, el nivel de daño 

puede incrementarse bajo condiciones de estrés oxidante debido a la exposición a una 

variedad de fuentes físicas o químicas, entre las que destacan los producidos o 

inducidos por radiaciones ionizantes, luz UV, plaguicidas, hidrocarburos aromáticos 

policíclicos, ozono, bióxido de nitrógeno, diversos disolventes orgánicos, el humo del 

cigarrillo y la dieta, lo cual puede conducir a procesos patológicos como las 

enfermedades cardiovasculares, respiratorias, aterosclerosis, neurológicas y desarrollo 

de cáncer, entre otras (Paredi et al., 2002; Zaremba y Olinski, 2010). 

 

2.14 Aducto 8-OHdG 

 Los organismos vivos están continuamente expuestos a EROs generados como 

resultado normal de reacciones bioquímicas que propician un estado oxidante, la 

integridad del genoma se mantiene por medio de dos  mecanismos: la reparación por 

escisión de bases (BER) cuando los aductos generados por el daño a las bases no son 

muy grandes (Evans et al., 2004; Shen et al., 2007) y la reparación por escisión de 

nucleótidos (NER) que se caracteriza por la eliminación de grandes aductos que 

contienen de 24 a 32 nucleótidos de longitud (Patel et al., 2007), los cuales después de 

ser removidos son excretados en la orina (Huang et al., 1992). 
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Sin embargo, además de la producción intrínseca de EROs, el organismo 

también está expuesto a varios factores externos relacionados con el estilo de vida (dieta 

y hábito de fumar), exposición ocupacional y contaminación ambiental (Loft et al., 

1992, 1999; Harri et al., 2005) que causan estrés oxidante. 

Entre las  principales EROs que se unen a las bases de ADN generando 

productos de oxidación se encuentra el radical OH
-
, su interacción con el C8 de 

2´desoxiguanosina genera oxipurinas y después por eliminación de un electrón se forma 

el aducto 8-hidroxi-2´desoxiguanosina (8-OHdG) (Kasai, 1997; Valko et al., 2004). 

Aunque el radical OH
-
 también interactúa con otras bases del ADN como la adenina, 

citosina y timina, la lesión 8-OHdG es la más abundante porque se forma fácilmente 

debido a que la guanina tiene el menor potencial de ionización y mayor afinidad 

electrónica, se considera promutagénico porque disminuye la especificidad de 

apareamiento de bases,  surgiendo mutaciones que involucran transversiones GC-TA 

(Haghdoost et al., 2006; Cadet et al., 2008).   

La formación constante de niveles elevados de aductos 8-OHdG conduce a 

inestabilidad genómica que propicia el desarrollo de enfermedades neurodegeneradoras, 

cardiovasculares, diabetes,  cáncer de pulmón, de hígado y de seno, entre otros (Kuo et 

al., 2007; Shen et al., 2007). El nivel de aductos 8-OHdG es un indicador de estrés 

oxidante y se considera un excelente biomarcador de cáncer en los seres humanos 

(Shigenaga y Ames, 1991; Kasai, 1997; Shen et al., 2007) (Figura 5). 
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Figura 5. Formación de 8-OHdG por oxidación  de la guanina. 

 

 

El descubrimiento del aducto 8-OHdG fue por Kasai y Nishimura (1984a) en 

alimentos cocinados, ellos mostraron que los carcinógenos y mutágenos interactúan con 

las bases de ácidos nucleicos, particularmente con la guanina y que las EROs están 

involucradas en la oxidación de C8 de la guanina (Kasai et al., 1984). Al siguiente año 

se confirmó la formación de 8-OHdG por la generación de EROs debidas a exposición a 

fibras de asbestos y H2O2 (Kasai y Nishimura, 1984b). 

 Floyd et al. (1986), reportaron un método analítico sensible para detectar 8-

OHdG en DNA celular por medio de HPLC con detección electroquímica (HPLC-EC), 

este método se usa ampliamente para estudios de daño oxidante al ADN in vitro en 

tejidos animales después de la administración de agentes carcinogénicos y promotores 

de tumores. El primer informe del análisis de 8-OHdG como el principal producto de 

daño oxidante in vivo en el ser humano lo realizaron Shigenaga et al. (1989), quienes  
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determinaron los niveles de 8-OHdG en orina, asegurando que el ADN oxidado está  

continuamente reparado y que las bases oxidadas son excretadas en la orina, entonces 

purificaron y caracterizaron el aducto 8-OHdG por medio de HPLC-EC. Desde entonces 

se ha reportado el análisis de 8-OHdG por diferentes métodos analíticos, como 

cromatografía de gases-espectrometría de masas (GC-MS), HPLC-espectrometría de 

masas en tándem (HPLC-MS/MS), HPLC-ionización electrospray y por el uso de 

anticuerpos como el ensayo de ELISA.  

 

2.15 Aducto 8-OHdG como biomarcador de estrés oxidante 

 El aducto 8-OHdG ha sido ampliamente usado como biomarcador de estrés 

oxidante por su relación con las etapas de iniciación y promoción de la carcinogénesis. 

Diversos estudios in vitro e in vivo confirman que el aducto 8-OHdG es un excelente 

biomarcador para evaluar el riesgo de algunas enfermedades degeneradoras incluyendo 

el cáncer debido a que estima el daño al ADN después de la exposición a sustancias 

carcinogénicas, contaminación ambiental y factores del estilo de vida.  

 Numerosas investigaciones han mostrado el daño oxidante midiendo los niveles 

de 8-OHdG y con el desarrollo de cáncer (Shigenaga y Ames, 1991), en ratones 

expuestos a partículas del humo de diesel se mostró correlación positiva entre los 

niveles de 8-OHdG y cáncer de pulmón (Nagashima et al., 1995; Ichinose et al., 1997; 

Tokiwa et al., 1999; Tsurudome et al., 1999), en ratas expuestas a B(a)P mostraron 

mayor nivel de aductos 8-OHdG en células hepáticas que en células renales (Kim y Lee, 

1997). En sangre completa, fibroblastos y ADN de timo de ternera irradiados con 

radiación gama y en células epidérmicas de ratón expuestas a radiación ultravioleta se  
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determinó incremento significativo en los niveles de 8-OHdG (Hattori et al., 1997; 

Podmore et al., 2000, Sangsuwan y Haghdoost, 2008). 

 Estudios en personas sanas han determinando los niveles basales del aducto 8-

OHdG en orina relacionados con el  estilo de vida (Kasai et al., 2001; Patel et al., 2007).  

 La evaluación del daño oxidante por exposición ocupacional es de gran 

importancia debido a que se relaciona directamente con el desarrollo de cáncer, entre los 

trabajadores expuestos a HAPs que muestran elevados niveles del aducto 8-OHdG en 

leucocitos y en orina, se encuentran los expuestos a la combustión de diesel y plantas 

productoras de materiales contra fuego (Harri et al., 2005; Marczynski et al., 2005), 

fabricas de asbestos (Hanaoka et al., 1993; Takahashi et al., 1997; Marczynski et al., 

2000), en la industria del coque, del vidrio y del estireno (Tagesson et al., 1996; 

Marczynski et al., 1997; Zhang et al., 2003), en minas de carbón y sílice (Schins et al., 

1995), en calderas (Kim et al., 2004) y trabajadores de gasolinerías (Nilsson et al., 

1996). 

 Las partículas en el aire de zonas  urbanas se han asociado con el  incremento 

del cáncer pulmonar y con los niveles de 8-OHdG en orina y en epitelio nasal de 

personas expuestas a contaminantes ambientales en niños, mujeres trabajadoras de 

estaciones de peaje, policías y conductores de autobuses (Calderón-Garcidueñas et al., 

1999; Loft et al., 1999; Sorensen et al., 2003; Lai et al., 2005; Singh et al., 2007; Taioli 

et al., 2007). 

 También se ha evaluado el daño oxidante al ADN mediante los niveles del 

aducto 8-OHdG para relacionarlo con el riesgo de desarrollar tumores en tejidos y en 

orina o linfocitos de pacientes con cáncer de seno (Malins et al., 1993; Musarrat et al., 

1996; Kuo et al., 2007),  cáncer pulmonar (Asami et al., 1997; Inoue et al., 1998;  
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Tokiwa et al., 1999; Loft et al., 2006; Shen et al., 2007), cáncer renal (Okamoto et al., 

1994; Miyake et al., 2004) y cáncer de útero (Yamamoto et al., 1996), lo cual muestra 

que el aducto 8-OHdG es un excelente biomarcador de daño oxidante,   para determinar 

etapas tempranas el desarrollo de cáncer y  muy útil  en los estudios epidemiológicos 

(Poirier, 2004). 

  

2. 16 Ensayo cometa 

 El ensayo cometa o electroforesis unicelular es actualmente muy usado para 

evaluar carcinógenos ambientales, este ensayo ha mostrado ser un método rápido, 

sencillo, de fácil aplicación y muy sensible para detectar niveles de daño al ADN como 

rompimientos de una o doble cadena de ADN, sitios álcali-lábiles, entrecruzamientos 

proteína-ADN y eventos de reparación por escisión incompleta en células individuales,  

tiene gran reproducibilidad en tejidos y órganos. Además es considerado una excelente 

herramienta para evaluar daño genotóxico,  mutagénico y carcinogénico por estrés 

oxidante en células humanas in vivo e in vitro, en biomonitoreo ambiental, exposición a 

radiaciones, ecotoxicología, epidemiología molecular y monitoreo de poblaciones 

humanas. Comparado con otros ensayos de genotoxicidad, una ventaja del ensayo 

cometa es el relativamente corto periodo de tiempo que necesita para completar un 

experimento y la sensibilidad para detectar niveles bajos de daño al ADN en muestras 

muy pequeñas donde el análisis de datos es a nivel de células individuales (Ashby et al., 

1995; Fairbain et al., 1995; Lee et al., 1996; Anderson, 1998, Wagner et al., 1998; Tice 

et al., 2000; Collins, 2002; Speit y Hartmann, 2002; Lee et al., 2003). 

El ensayo cometa fue originalmente desarrollado por Östling y Johansen (1984) 

para cuantificar rompimientos en la cadena de ADN en células individuales expuestas a  
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radiación ionizante. En los primeros intentos para detectar el daño emplearon un sistema 

en el cual las células dañadas embebidas en un gel de agarosa mostraron un halo de 

ADN fragmentado alrededor del núcleo. Después el ensayo se mejoró, realizando la lisis 

en una solución detergente neutra y aplicando un campo eléctrico débil para atraer hacia 

el ánodo los fragmentos de ADN localizados en el núcleo. Como la corriente eléctrica 

pasa a través del gel, la doble cadena de ADN rota se desenrolla y migra formando una 

cauda detrás de la cabeza nuclear. El ADN se tiñó con bromuro de etidio y las células se 

visualizaron usando un microscopio de fluorescencia, resultando una imagen parecida a 

un cometa. Midieron la cauda y determinaron la diferencia entre células irradiadas y no-

irradiadas, el valor de la longitud se incrementó con la dosis de radiación y aumentó por 

lo tanto el daño al ADN, las condiciones neutras limitaron la utilidad del ensayo ya que 

fue usado solamente para cuantificar células dañadas y no dañadas, aunque en estudios 

posteriores se empleó también para establecer la eficiencia de la radiación y 

tratamientos de quimioterapia en células con cáncer (Tice et al., 2000; Collins, 2002; 

Bowden et al., 2003). 

En un intento por superar las limitaciones cuantitativas, Singh et al. (1988), 

basados en el ensayo de electroforesis neutra introdujeron la versión alcalina del ensayo 

cometa a pH 13 para detectar lesiones por rompimientos de una cadena de ADN y sitios 

lábiles al álcali en células individuales. Ellos midieron la longitud de la cauda del 

cometa a partir del primer borde del núcleo pero observaron que células con la misma 

longitud de migración tenían diferente intensidad en la cauda (Ashby et al., 1995; Tice 

et al., 2000; Collins, 2002; Olive, 2002; Speit y Hartmann, 2002; Bowden et al., 2003; 

Lee et al., 2003; Faust et al., 2004). Esta versión alcalina fue aceptada por un panel de 

expertos en el International Workshop on Genotoxicity Test Procedures como la versión  
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óptima, para evaluar sustancias genotóxicas, carcinogénicas, antineoplásicas y 

apoptóticas. En los últimos años la versión alcalina del ensayo cometa ha sido una 

excelente herramienta en el área de Toxicología Genética, ya que permite la valoración 

de daño genético in vitro e in vivo en gran variedad de células (Tice et al., 2000; Lee et 

al., 2003). 

Posteriormente, Olive et al. (1990), tomaron en cuenta el diámetro de la cabeza y 

la longitud de la cauda (midiendo la longitud de la cauda desde el centro de la cabeza). 

Estos autores desarrollaron un método de lisis alcalina seguida por electroforesis ya sea 

en condiciones neutras para detectar rompimiento de doble cadena o alcalinas (pH 12.1) 

para una cadena de ADN, sin embargo, debido a que la mayoría de agentes genotóxicos 

inducen mucho más rompimientos de una cadena y sitios lábiles al álcali, la versión 

alcalina del ensayo cometa es la más sensible para detectar el daño al ADN. Como 

encontraron caudas cortas con cantidades altas de fragmentos y caudas largas con pocos 

fragmentos de ADN, además de la longitud también tomaron en cuenta la intensidad de 

la cauda e introdujeron un parámetro compuesto, al cual llamaron “momento de la 

cauda”. El momento de la cauda se definió como la distancia entre el centro de la masa 

de la cauda y el centro de la masa de la cabeza, multiplicado por el porcentaje de ADN 

en la cauda (Tice et al., 2000; Collins, 2002; Speit y Hartmann, 2002; Bowden et al., 

2003). 

Por su parte, Tice et al. (1990) utilizando la electroforesis unicelular alcalina 

separaron al cometa en sus componentes cabeza y cauda, midieron el diámetro de la 

célula perpendicular a la dirección de electroforesis para definir la cabeza del cometa y 

calcularon el momento de la cauda multiplicando la fracción de ADN en la cauda por la 

mitad de la longitud de la cauda (Tice et al., 1990; Ashby et al., 1995). 
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Debido a que las tres metodologías anteriores tomaban en cuenta la cabeza o la 

mitad de ella junto con la longitud de la cauda, las células sin daño eran registradas 

como cometas con la longitud de la cauda igual al diámetro o al radio del núcleo 

respectivamente, lo cual conduce a que células intactas tengan un momento de la cauda 

positivo, es así como Ashby et al. (1995) proponen medir la longitud de la cauda a partir 

del límite posterior del núcleo y el momento de la cauda como el producto de la 

longitud de la cauda por el porcentaje de ADN en la misma. 

  

2.17 Ensayo cometa como biomarcador de daño genotóxico 

 El ensayo cometa se ha usado en gran cantidad de estudios de monitoreo 

humano en personas ambiental u ocupacionalmente expuestas a diferentes xenobióticos 

como los HAPs y plaguicidas para evaluar el daño que causan al ADN ya que la 

fragmentación se considera un evento inicial en el proceso de carcinogénesis (Griffiths 

et al., 2002).  

 Los estudios con el ensayo comenta en la población ambientalmente expuesta a 

ozono y material particulado, se han realizado principalmente en leucocitos, linfocitos, 

epitelio nasal y epitelio oral de personas que están constantemente expuestas a los 

contaminantes del aire como son trabajadores de gasolineras, conductores de autobuses 

o de taxis, vendedores en las calles, policías, así como jóvenes y niños estudiantes 

(Calderón-Garcidueñas, 1997; Valverde et al., 1997; Glück y Gebbers, 2000; Avogbe et 

al., 2005; Wilhelm et al., 2007).  

Investigaciones en poblaciones ocupacionalmente expuestas a agentes 

genotóxicos, muestran aumento en la longitud y en el momento de la cauda en 

leucocitos y linfocitos de trabajadores expuestos a HAPs en hornos de coque,  
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producción de electrodos de grafito, incineradoras, personal de aeropuertos y 

pavimentación de carreteras (Sul et al., 2003; Leng et al., 2004; Cavallo et al., 2006; 

Qiu et al., 2007). Debido a que pacientes con cáncer de ovario, de seno y de colon  han 

mostrado elevada frecuencia de células con cometa así como migración extensiva de la 

cauda, se considera que el ensayo cometa es una herramienta adicional para el 

diagnóstico de sospecha de cáncer (Olive et al., 1993; Baltaci et al., 2002; McGlynn et 

al., 2003).  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

En la Ciudad de México se han incrementado cada vez más las emisiones de 

HAPs al ambiente por el aumento del tráfico vehicular y de las industrias 

constituyendo un grave problema de contaminación, por lo que la población humana 

está constantemente expuesta a estos compuestos que se ha demostrado que son 

carcinogénicos y mutagénicos. A pesar del riesgo que representan los HAPs para la 

salud humana, en México se han realizado pocos estudios sobre el daño que causa al 

genoma la mezcla orgánica obtenida del aire urbano, las cuales contienen diferentes 

concentraciones y tipos de HAPs tales como B(b)F, DB(a,h)A y B(ghi)P, B(a)P, sin 

embargo, no se ha analizado su acción genotóxica y citotoxica individual. Con tales 

antecedentes en el presente trabajo se evaluarán los efectos genotóxico y citotóxico del 

B(b)F, DB(a,h)A y B(ghi)P y B(a)P mediante el ensayo cometa alcalino y la viabilidad 

celular con la tinción de exclusión azul tripano, respectivamente y por primera vez el 

estrés oxidante del ADN con  la detección de los niveles del aducto 8-OHdG por el 

método de ELISA en los linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro a diferentes 

concentraciones de los cuatro HAPs con (+S9) y sin (-S9) activación metabólica 

(fracción enzimática de hígado de rata).  
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4. OBJETIVOS 

Objetivo general: 

 

Evaluar los niveles del aducto 8-OHdG y la fragmentación del ADN en 

linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro a hidrocarburos aromáticos 

policíclicos con y sin activación metabólica animal. 

 

Objetivos particulares: 

 

4.1 Analizar el daño al ADN mediante el ensayo cometa alcalino en los  linfocitos 

periféricos humanos expuestos in vitro a cinco concentraciones de 

benzo(b)fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno y benzo(ghi)perileno con y sin 

activación metabólica animal (mezcla enzimática S9). 

4.2 Estandarizar la técnica de ELISA para detectar los niveles del aducto 8-OHdG 

en linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro a cinco concentraciones de 

benzo(b)fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno y benzo(ghi)perileno con y sin 

activación metabólica animal (mezcla enzimática S9). 

4.3 Evaluar  la citotoxicidad mediante la tinción de exclusión con azul tripano en 

linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro a cinco concentraciones de 

benzo(b)fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno y benzo(ghi)perileno con y sin 

activación metabólica animal (mezcla enzimática S9). 

4.4. Comparar la acción genotóxica y citotóxica in vitro del benzo(b)fluoranteno, 

dibenzo(a,h)antraceno y benzo(ghi)perileno en linfocitos periféricos humanos 

con y sin activación metabólica animal (mezcla enzimática S9). 
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5. HIPÓTESIS 

 

Si los HAPs  han mostrado inducir efectos genotóxico y citotóxico en células 

humanas, entonces estos mismos efectos se producirán en los linfocitos periféricos 

humanos expuestos in vitro a benzo(b)fluoranteno, dibenzo(a,h)antraceno, 

benzo(ghi)perileno y benzo(a)pireno evidenciado por el incremento significativo en el 

daño sobre ADN  y en los niveles del aducto 8-OHdG.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Aislamiento de linfocitos de sangre  periférica humana 

Se tomaron 20 ml de sangre heparinizada de un donador sano y cada muestra se 

transfirió en dos tubos estériles, se centrifugó a 2,500 rpm por 20 min a 37 ºC, se diluyó 

1:1 con solución de Hank´s (37 ºC) y se separaron los linfocitos por gradientes con 

Ficoll-Paque centrifugando a 1,500 rpm por 10 min a 37 ºC, la capa de linfocitos en la 

interfase de ficoll se colectó y se hicieron dos lavados con medio RPMI 1640 

centrifugando a 1,500 rpm por 10 min. Finalmente los linfocitos se mantuvieron en 

medio RPMI 1640 (37 ºC) suplementado con penicilina/estreptomicina 1%. Se tomaron 

10 µl del botón celular y se cuantificó el número de linfocitos/ml con una cámara de 

Neubauer para evaluar la viabilidad celular, el resto del botón celular se usó para los 

tratamientos con los HAPs.  

 

6.2 Viabilidad celular 

La viabilidad de los linfocitos humanos en todos los grupos experimentales antes 

y después de los tratamientos se evaluó mediante el método de exclusión de azul tripano 

(Altman et al., 1993). El azul tripano penetra en las células muertas a través de la 

membrana celular dañada, tiñendo al núcleo. Se tomaron 10 µl de cada muestra más 10 

µl de azul tripano (0.4 %) y después de 3 min, se cuantificó en 100 células consecutivas 

la cantidad de células muertas por duplicado.  
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6.3 Tratamientos de linfocitos periféricos humanos con HAPs in vitro sin activación 

metabólica animal 

1 X 10
6
 linfocitos con viabilidad ≥ 96 % se coincubaron con DB(a,h)A (20, 40, 

80, 160 y 320 µM), B(ghi)P (20, 40, 80, 160 y 240 µM) y B(b)F (20, 30, 40, 60, y 80 

µM) en medio RPMI 1640 a un volumen final de 1 ml a 37 °C por 24 h. El testigo 

negativo fue de 1 X 10
6
 células más DMSO (0.5 %) en medio RPMI 1640 y el testigo 

positivo fue de 1 X 10
6
 células más B(a)P (80 µM) en medio RPMI 1640 en las mismas 

condiciones. Después de los tratamientos, el botón celular se lavó dos veces con medio 

RPMI 1640 y se dividió para realizar el ensayo cometa alcalino y la detección de los 

niveles del aducto 8-OHdG por inmunoensayo de ELISA.  

 

6.4 Tratamientos de linfocitos periféricos humanos con HAPs in vitro con 

activación metabólica animal 

1 X 10
6
 linfocitos con viabilidad ≥ 96 % se coincubaron con DB(a,h)A (20, 40, 

80, 160 y 320 µM), B(ghi)P (20, 40, 80, 160 y 240 µM) y B(b)F (20, 30, 40, 60, y 80 

µM) en medio RPMI 1640 más 100 µl de la mezcla enzimática S9 de hígado de rata 

(1:0, S9 + 1M G6P, 0.4 M MgCl2, 1.65 M KCl, 0.1 M NADP, 0.2 M 

Na2HPO4/NaH2PO4 pH 7.5) para un volumen final de 1 ml a 37 °C por 24 h.  El testigo 

negativo fue de 1 X 10
6
 células más DMSO (0.5 %) en medio RPMI 1640 más 100 µl 

de la mezcla enzimática S9. El testigo positivo fue de 1 X 10
6
 células más B(a)P (80 

µM) en medio RPMI 1640 más 100 µl de la mezcla enzimática S9 en las mismas 

condiciones. Después de los tratamientos, el botón celular se lavó dos veces con medio 

RPMI 1640 y se dividió para evaluar la viabilidad celular, para realizar el ensayo  
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cometa alcalino y la detección de los niveles del aducto 8-OHdG por inmunoensayo de 

ELISA.  

 

6.5 Ensayo cometa alcalino 

Se realizó el ensayo cometa alcalino de acuerdo con los métodos de Singh et al. 

(1988), Speit y Hartmann (2002) y Tice et al. (2000). Los linfocitos (2500 células) de 

cada lote experimental se mezclaron con 90 µl de agarosa de bajo punto de fusión  

(LPMA 0.5%) a 37 
o
C, se colocaron sobre un portaobjetos esmerilado con una 

monocapa de agarosa de punto de fusión normal (NMA 1%) y se colocó un 

cubreobjetos, se hicieron dos laminillas para cada concentración de HAPs y para cada 

uno de los testigos. Las laminillas se mantuvieron a 4 
o
C por 5 min para la solidificación 

de la agarosa y después se sumergieron en una solución de lisis final (2.5 M NaCl, 100 

mM EDTA, 10 mM Tris, Tritón 1%  X-100 y DMSO 10 %, pH 10) a 4 
o
C por 1 h. Los 

geles se colocaron en una cámara de electroforesis horizontal (Owl A5, Lab System Inc) 

con amortiguador de electroforesis alcalino frío (300 mM NaOH, 1 mM EDTA pH 13) 

durante 20 min para desenrollar las hebras del ADN, la electroforesis se realizó a 25 V y 

300 mA por 20 min en obscuridad. Posteriormente los geles se lavaron 3 veces con 

amortiguador neutralizante (0.4 M Tris, pH 7.5) por 5 min, se fijaron con metanol 

absoluto frío por 5 min y se secaron al aire a temperatura ambiente. A cada laminilla se 

agregaron 50 µL de bromuro de etidio (20 mg/ml) para teñir el ADN. Las laminillas se 

examinaron usando un microscopio de fluorescencia Carl Zeiss modelo Axiostar Plus 

H-BO-100, equipado con un filtro de excitación de 515-560 nm y un filtro de barrera de 

590 nm. Para visualizar el efecto genotóxico se evaluaron dos parámetros: la frecuencia 

de cometas (núcleos con daño al ADN) y la longitud de la cauda (fragmentación del  
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ADN) en 100 núcleos consecutivos de cada lote experimental y cada testigo por 

duplicado (Figura 6). 

 

 

 

 

Figura 6. Imágenes de núcleos de linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro 

a diferentes concentraciones de DB(a,h)A, B(ghi)P y B(b)F por 24 h 

(40X)  A) Núcleo sin daño al ADN (sin cometa);  B-F) Núcleos con daño 

al ADN (con cometa)  
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6.6 Extracción de ADN 

 Se resuspendió el botón celular (1 X 10
6
 linfocitos) en 300 µl de amortiguador 

de lisis frío (0.1 M EDTA, 0.15 M NaCl pH 8) más proteinasa K (Sigma) a 

concentración final de 0.1 mg/ml y SDS(0.5 %). Se incubó a 37 ºC durante 12 h con 

agitación constante. Después se agregó un volumen de fenol precalentado a 50 ºC, se 

mezcló en vórtex y se centrifugó a 8 000 xg durante 10 min a 4 ºC. Se recolectó la fase 

acuosa y se agregó un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) para 

extraer el ADN, se mezcló en vórtex y centrifugó a 8000 xg durante 10 min a 4 ºC. 

Nuevamente se recogió la fase acuosa y se adicionó un volumen de cloroformo-alcohol 

isoamílico (24:1) en las condiciones de centrifugado anteriores, se extrajo el ADN con 

éter etílico y se centrifugó a 8000 xg por 3 min a 4 ºC. Para precipitar el ADN se separó 

la fase acuosa y se adicionó 30 µl de 3 M AcNa (acetato de sodio) y 750 µl de etanol 

absoluto frío. Se mezcló suavemente, se dejó precipitar a -20 ºC por 2 h y después se 

centrifugó a 10 000 xg por 20 min. Se lavó el botón con etanol 80 %, se secó y se 

resuspendió en 100 µl de amortiguador TE (10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA pH 8). 

Posteriormente se digirió el ARN mediante la adición de ARNasa A (Sigma) hasta una 

concentración final de 20 µg/ml y se incubó a 37 ºC durante 30 min. Se extrajo con un 

volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) y centrifugó a 8 000 xg por 5 

min a 4 ºC. Al sobrenadante se le agregó 10 µl de 3M AcNa y 250 µl de etanol absoluto 

frío, se dejó 10 min en hielo y después se centrifugó a 10 000 xg por 20 min a 4 ºC. Se 

lavó con etanol al 80 % y resuspendió en 50 µl de amortiguador TE. Finalmente la 

determinación de la concentración de ADN se realizó espectrofotométricamente (Nano 

Drop ND-1000 Spectrophotometer) a 280 nm  y se almacenó a -70 °C (Yin et al., 1995; 

Glen, 1996). 



 

44 

 

6.7 Diálisis de enzimas 

Las enzimas nucleasa micrococal (MN) y fosfodiesterasa (SPD) se dializaron 

para evitar impurezas que interfirieran con la digestión. Se hidrató la membrana del 

casete de diálisis (Slide-A-Lyzer 10K) en el amortiguador de diálisis (agua mili-Q) por 

1-2 minutos. Después se introdujo lentamente cada enzima por separado a través de uno 

de los puertos del casete evitando la formación de burbujas. Se mantuvo dializando en 3 

L del amortiguador durante 24 h a 4 °C con agitación constante y se cambió el 

amortiguador una vez, finalmente se extrajeron las enzimas y se usaron inmediatamente 

para la digestión del ADN. 

 

6.8 Digestión del ADN 

100 μg de ADN de linfocitos periféricos humanos de cada tratamiento se secaron 

en un evaporador Speed Vac (Concentrator 5301 Eppendorf), se agregó la mezcla 

enzimática nucleasa micrococal/fosfodiesterasa (MN/SPD) a una concentración final de 

MN 30 mU/μl y SPD 10 mU/μl en amortiguador de digestión (100 mM succinato de 

sodio pH 6, 50 mM cloruro de calcio), se agitó por vórtex y se centrifugó durante pocos 

segundos a 8 000 xg para asegurar la mezcla completa, se incubó a 37 °C toda la noche. 

Después se agregó la enzima NP1 (Sigma) a concentración de 1.25 mg/ml, en 

amortiguador de acetato de sodio (250 mM acetato de sodio pH 5) más cloruro de zinc 

(2 mM cloruro de zinc ) y se incubó a 37 °C por 1 h. Finalmente se detuvo la reacción 

adicionando tris base (0.5 M tris base), se centrífugo a 8 000 xg por 5 min y se usó el 

sobrenadante que es donde se encuentra el material genético de los linfocitos (Yin et al., 

1995; Helbock et al., 1999). 
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6.9 Detección de los niveles del aducto 8-OHdG por medio del inmunoensayo de 

ELISA 

 Los niveles del aducto 8-OHdG se midieron en 100 µg de ADN de linfocitos 

periféricos humanos expuestos a cada concentración de HAPs-S9, HAPs+S9 y los 

testigos (DMSO-S9 y DMSO+S9) con el Kit 8-OHdG EIA (Cayman Chemical) para el 

inmunoensayo de ELISA siguiendo el protocolo indicado por los fabricantes, los 

resultados se expresaron en ng/ml de ADN. 

 Se agregaron 50 µl del amortiguador EIA a los pocillos indicados, 50 µl de 8-

hydroxy-2-deoxy Guanosina AChE Tracer y 50 µl del anticuerpo monoclonal 8-

hydroxy-2-deoxy Guanosina a cada pocillo excepto al blanco. La placa se cubrió con 

una película plástica y se incubó por 18 h a 4 °C en un agitador orbital (Rocker 25 

Labnet). Se hicieron 5 lavados con el amortiguador de lavado, se agregaron 20 µl del 

reactivo Ellman a cada pocillo y nuevamente se colocó en el agitador orbital por 2 h a 

temperatura ambiente y en oscuridad. 

 La placa se leyó a una longitud de onda de 450 nm en un lector de ELISA 

(ELx800 BioTec), usando el software Gen 5 ELISA y los datos obtenidos se procesaron 

en una hoja de cálculo (provista por Cayman Chemical), la concentración del aducto 8-

OHdG se obtuvo con una curva estándar para 8-OHdG (10.3-3000 pg/ml) expresada en 

ng/µg de ADN. 

 

6.10 Análisis estadístico 

 Los resultados de la frecuencia de cometas, la longitud de la cauda, los niveles 

del aducto 8-OHdG y la viabilidad celular se reportaron como promedio ± error 

estándar de tres experimentos independientes con y sin S9 (activación metabólica  
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animal) para cada concentración de HAPs y los testigos, se aplicó un análisis de 

varianza (ANOVA) y la prueba estadística de Newman-Keuls para determinar 

diferencias significativas entre los grupos tratados con sus respectivos testigos a 

p<0.001. La relación entre la frecuencia de cometas, la longitud de la cauda y los 

niveles del aducto 8-OHdG con las concentraciones de HAPs-S9 o HAPs+S9 se 

determinó usando un análisis de regresión lineal. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Genotoxicidad de HAPs en linfocitos periféricos humanos in vitro sin activación 

metabólica animal (HAPs-S9) 

Los resultados de los tratamientos de linfocitos periféricos humanos in vitro 

expuestos por 24 h a HAPs-S9 mostraron que todos los HAPs causaron incremento 

significativo en los promedios de la frecuencia de cometas y en la longitud de la cauda 

al compararlos con el testigo negativo (0.5 % DMSO-S9). Con DB(a,h)A), a 

concentraciones de 40, 80, 160 y 320 µM el promedio en la frecuencia de cometas fue 

de 7.0 ± 0.8 a 19.3 ± 1.4 y la longitud de la cauda de 7.37 ± 1.9 a 22.12 ± 3.4 µm. Sin 

embargo, con 20 µM de  DB(a,h)A), la frecuencia de cometas fue de 4.5 ± 0.5 y la 

longitud de la cauda de 3.5 ±  1.2 µm, no mostró diferencias significativas con el testigo 

negativo (frecuencia de cometas 4.5 ± 0.5 y longitud de la cauda 3.38 ± 1.2 µm) (Tabla 

I, Figuras 7 y 8) (p<0.001). Con B(ghi)P a 20, 40, 80, 160 y 240 µM el promedio de la 

frecuencia de cometas fue de 8.5 ± 0.5 a 23.7 ± 6.5 y la longitud de la cauda de 8.99 ± 

2.1 a 30.18 ± 3.6 µm. Con B(b)F a concentraciones de 20, 30, 40, 60 y 80 µm los 

promedios de frecuencia de cometas y longitud de la cauda fueron de 10.4 ± 1.7 a 24.5 

± 0.9  y 10.19 ± 2.2 a 31.02 ± 3.9 µm, respectivamente (Tabla I, Figuras 7 y 8). El 

tratamiento con B(a)P 80 µM produjo aumento en el promedio de la frecuencia de 

cometas (27.8 ± 10.0) y de la longitud de la cauda (20.63 ± 2.6 µm) comparado con el 

testigo negativo(p<0.0001) (Tabla I, Figuras 7 y 8). 
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7.2 Genotoxicidad de HAPs en linfocitos periféricos humanos in vitro con 

activación metabólica animal (HAPs+S9) 

Los tratamientos in vitro con HAPs+S9 en linfocitos periféricos humanos 

incubados por 24 h indujeron mayor daño al ADN que los tratamientos directos (HAPs-

S9) y con relación al testigo (5 % DMSO+S9).  El DB(a,h)A en concentraciones de 40, 

80, 160 y 320 µM aumentaron el promedio de la frecuencia de cometas  de 12.5 ± 0.6 a 

84.3 ± 1.2 µm y en la longitud de la cauda de 12.95 ± 2.6 a 89.33 ± 3.3 µm; sin 

embargo, DB(a,h)A a 20 µM (frecuencia de cometas 6.3 ± 1.0; longitud de la cauda 

6.23 ± 1.8 µm) no causó diferencias significativas comparando con el testigo 

(frecuencia de cometas 5.0 ± 1.0; longitud de la cauda 6.42 ± 1.8 µm) (p<0.001). Las 

concentraciones de 20, 40, 80, 160 y 240 µM de B(ghi)P indujeron incremento en el 

promedio de la frecuencia de cometas de 27.8 ± 4.4 a 98.7 ± 0.6 y en la longitud de la 

cauda de 20.72 ± 2.5 a 136.5 ± 2.1 µm. Las concentraciones de 20, 30, 40, 60 y 80 µM 

de B(b)F produjeron aumento en el promedio de frecuencia de cometas de 37.8 ± 8.2 a 

100 ± 0.0 y la longitud de la cauda de 37.05 ± 3.6 a 113.87 ± 1.8 µm (Tabla I, Figuras 7 

y 8). A concentraciones elevadas de  HAPs causaron severo daño al ADN, con el 80 y 

100 % de cometas con gran longitud de la cauda comparado con el testigo (Gráficas  1 y 

2). El testigo positivo (BaP 80 µM) produjo el 100 % de cometas con grandes caudas 

(117.19 ± 2.4 µm) con respecto al BaP-S9 y al testigo (0.5 % DMSO+S9) (5.0 ± 1.0; 

6.42 ± 1.8 µm). Comparando el efecto genotóxico de los HAPs-S9, se observó que 

B(b)F fue más genotóxico que DB(a,h)A y B(ghi)P. El B(b)F y el B(a)P a 80 µM 

causaron  aumento similar en ambos parámetros genotóxicos comparado con el testigo 

(Tabla I, Figuras 7 y 8). 
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El análisis de regresión linear del promedio de la frecuencia de cometas y la 

longitud de la cauda de todos los HAPs-S9 y HAPs+S9 mostraron correlaciones 

positivas (r=0.9), indicando una relación concentración-efecto (Figura 9). 

 

7.3 Niveles de 8-OHdG en ADN de linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro 

a HAPs sin activación metabólica animal (HAPs-S9) 

 La Figura 10, muestra aumento significativo en los niveles de 8-OHdG en el 

ADN de linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro a HAPs-S9 comparado con el 

testigo (DMSO-S9) (p<0.01). El DB(a,h)A a concentraciones de 80, 160 y 320 µM 

produjo incremento de 0.67 ± 0.02 a 0.87 ± 0.05 ng/µg de ADN; B(ghi)P a 40, 80, 160 

y 240 µM indujo niveles de 8-OHdG entre 0.67 ± 0.03 a 0.98 ± 0.03 ng/µg de ADN y 

B(b)F a 20, 30, 40, 60 y 80 µM aumentaron los niveles de 8-OHdG (0.69 ± 0.03 a 1.13 

± 0.07 ng/µg de ADN) con relación al testigo (0.5 % DMSO-S9) (0.55 ± 0.02 ng/µg de 

ADN) (p<0.01). Sin embargo, el DB(a,h)A a 20 y 40 µM y B(ghi)P a 20 µM no 

mostraron diferencias significativas en los niveles de 8-OHdG comparado con el testigo 

(Tabla II). 

 

7.4 Niveles de 8-OHdG en ADN de linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro 

a HAPs con activación metabólica animal (HAPs+S9) 

 Los tratamientos con HAPs+S9 produjeron incremento significativo en los 

promedios del nivel de 8-OHdG comparado con los HAPs-S9 y con el testigo (0.5 % 

DMSO+S9) (p<0.001) (Figura 10). A concentraciones de 80, 160 y 320 µM de 

DB(a,h)A provocaron aumento significativo en el rango de 0.99 ± 0.04 a 1.78 ± 0.10 

ng/µg de ADN con relación al testigo (0.54 ± 0.05 ng/µg de ADN). A concentraciones  
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de 40, 80, 160 y 240 µM de B(ghi)P, se elevó el nivel del aducto 8-OHdG de  1.13 ± 0.0 

a 2.23 ± 0.4 ng/µg de ADN comparado con el testigo. Con 20, 30, 40, 60 y 80 µM de 

B(b)F el nivel de 8-OHdG aumentó, de 1.24 ± 0.04 a 3.14 ± 0.14 ng/µg de ADN, con 

relación al testigo. El DB(a,h)A y el B(ghi)P a bajas concentraciones no mostraron 

diferencias significativas en el promedio de los niveles de 8-OHdG comparado con el 

testigo (0.5 % DMSO+S9) (p<0.01) (Figura 10). El B(a)P a 80 µM (testigo positivo), 

causó aumento en el promedio del nivel de 8-OHdG (1.23 ± 0.05 a 3.28 ± 0.06 ng/µg de 

ADN) con relación a B(a)P-S9 y el testigo (0.5 % DMSO+S9) (Figura 10). 

 El análisis de regresión lineal de los promedios de los niveles del aducto 8-

OHdG inducidos por HAPs-S9 y HAPs+S9 mostraron correlaciones positivas r=0.9, 

produciendo una respuesta de concentración-efecto (Figura 11). 

 

7.5 Citotoxicidad de HAPs sin y con activación metabólica animal in vitro 

 La viabilidad de los linfocitos expuestos a todos los tratamientos HAPs-S9 y 

HAPs+S9 in vitro por 24 h no se modificó comparando con los testigos (0.5 % DMSO-

S9 y +S9) (Figura 12). 
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8. DISCUSIÓN 

El aire de la Ciudad de México contiene altos niveles de HAPs debido 

principalmente al incremento en las emisiones del tráfico vehicular. Diversos estudios 

genotóxicos se han enfocado a la exposición ambiental y ocupacional pero hay ausencia 

de conocimiento relacionado con el efecto genotóxico de los HAPs individuales. 

Calderón-Garcidueñas et al. (1999) reportaron daño significativo en el ADN de epitelio 

nasal en niños de la Ciudad de México expuestos a contaminantes ambientales usando 

el ensayo cometa alcalino y la detección de 8-OHdG con inmunohistoquímica. Valverde 

et al. (1997) y Fortoul et al. (2004) mostraron incremento significativo en la 

fragmentación del ADN en epitelio nasal y leucocitos periféricos de jóvenes estudiantes 

de la misma ciudad, ambos estudios relacionan el daño al ADN con altas 

concentraciones de O3 y partículas PM2.5 que se encuentran en la atmósfera. Gutiérrez-

Castillo et al. (2006) observaron que la MOE induce daño al ADN en células A549 de 

epitelio alveolar. En una investigación previa, se evidenció que los HAPs extraídos de la 

MOE del aire de la Ciudad de México (partículas PM10 y PM2.5) producen incremento 

significativo en la frecuencia de intercambio de cromátidas hermanas y alteración en la 

cinética de proliferación celular de linfocitos periféricos humanos en cultivo (Calderón-

Segura et al., 2004), así como acción mutagénica con el ensayo de Ames (Villalobos 

Pietrini et al., 2006). 

En el presente estudio se evaluó  la fragmentación del ADN y la citotoxicidad de 

los HAPs DB(a,h)A, B(ghi)P, B(b)F y B(a)P, identificados y asociados en la MOE del 

aire de la Ciudad de México en los linfocitos periféricos humanos  in vitro con y sin 

activación metabólica animal, usando el ensayo cometa alcalino y la tinción de  
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exclusión de azul tripano, respectivamente. Además, la detección del daño oxidante al 

ADN con los niveles del aducto 8-OHdG por  inmunoensayo de ELISA.  

Los HAPs-S9 incubados con los linfocitos periféricos humanos produjeron 

incremento significativo en el promedio de la frecuencia de cometas, en la longitud de 

la cauda de los cometas y en los niveles de 8-OHdG con relación al testigo negativo (0.5 

% DMSO-S9). Los resultados indican que estos compuestos son agentes genotóxicos 

menos bioactivos por los linfocitos humanos in vitro, los cuales producen bajas 

concentraciones de intermediarios metabólicos y EROs que interactúan con el ADN 

causando su fragmentación y la oxidación de la guanina. Estos resultados concuerdan 

con otros estudios donde muestran que los linfocitos de sangre periférica humana 

contienen una concentración baja de enzimas CYP450 1A1 y 1B1 comparada con los 

hepatocitos, capaces de metabolizar a los HAPs a intermediarios genotóxicos (Burchiel 

y Luster, 2001; Lin et al., 2003; Furukawa et al., 2004; Van Duursen et al., 2005). Sin 

embargo, en presencia de la mezcla S9, todos los HAPs produjeron mayor daño al ADN 

en linfocitos humanos in vitro, evidenciado por el gran incremento en el porcentaje de 

cometas, en la longitud de la cauda del cometa y en los niveles del aducto 8-OHdG 

comparado con los HAP-S9 y el testigo (0.5 % MMSO+S9), con una relación de 

concentración-efecto. 

La activación metabólica de los HAPs es ampliamente conocida, son 

metabolizados por el sistema de enzimas CYP450 (CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1) para 

producir intermediarios electrofílicos tales como los epóxidos diol. El B(a)P es 

transformado enzimáticamente en óxidos de areno (9-OH-BaP, 7-OH-BaP, 6-OH-BaP, 

3-OH-BaP y 1-OH-BaP). Estos óxidos de areno, se transforman en fenoles por la 

enzima epóxido hidrolasa y generan BaP-9-diol, BaP-4,5-diol y BaP-7,8-diol (BPDE)  
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los cuales son muy carcinogénicos y producen fragmentación del ADN, aductos con el 

N
2
 de la desoxiguanosina y con la guanina (Briedé et al., 2004; Xue y Warshawsky, 

2005; Shimada y Guengerich, 2006). Adicionalmente, durante las reacciones de 

oxidación electrónica, el B(a)P produce quinonas como BaP 6,12-6 y 3,6-B(a)P dionas 

que a través del ciclo redox con sus respectivos epóxidos diol inducen la producción de 

EROs, especialmente los radicales hidroxilo (OH
-
) tienen la capacidad de oxidar a la 

guanina formando el aducto 8-OHdG (Briedé et al., 2004; Xue y Warshawsky, 2005; 

Ruan et al., 2007). 

Los metabolitos del B(b)F que se han identificado in vitro e in vivo, son el trans-

9,10-dihidro-5,9,10,trihidroxibenzo(b)fluoranteno (5-OH-B(b)F-9,10-diol), el trans-

9,10-dihidro-6,9,10,trihidroxibenzo(b)fluoranteno (6-OH-B(b)F-9,10-diol) y el trans-

9,10-dihidro-anti-11,12-epoxi-5-hidroxi-9,10,11,12-tetrahidro-B(b)F-desoxiguanosina 

este último como el principal aducto ADN-B(b)F en piel de ratón (Geddie et al., 1987; 

Weyand et al., 1993; Baer-Dubowska, 1999), en pulmón y en hepatocitos de rata (Ross 

et al., 1992; Mass et al., 1996; Topinka et al., 1998).  

Para el DB(a,h)A, el metabolito 3,4,10,11-bis-dihidrodiol-1,2-epóxido es el 

principal iniciador de tumores (Buening et al., 1979; Binková y Sram, 2004; 

Švihálková-Šindlerová et al., 2007) y formador de aductos de ADN en la piel de ratón 

(Lecoq et al., 1992; Carmichael et al., 1993; Baer-Dubowska, 1999; Kleiner et al., 

2004). 

Los principales metabolitos del B(ghi)P son el 3,4-epoxi-3,4-dihidro-B(ghi)P 

(3,4-oxido) y 3,4,11,12-bisepoxi-3,4,11,12-tetrahidro-B(ghi)P (3,4,11,12-bis oxido), el 

primer metabolito está involucrado en la actividad mutagénica y en la inducción de 

aductos de ADN en timo de ternera (Platt y Grupe, 2005; Platt et al., 2008). 
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Los resultados de los tratamientos con HAPs+S9 muestran que la mezcla 

enzimática S9 (sistema de activación metabólica exógena)  aumentó la concentración de 

metabolitos reactivos capaces de unirse covalentemente al ADN induciendo su 

fragmentación, como se reveló por el incremento significativo en el promedio de la 

frecuencia de cometas y en la longitud de la cauda. Similarmente, el aumento en la 

producción de EROs ocasionó mayores niveles del aducto 8-OHdG en los tratamientos 

HAPs+S9 que en HAPs-S9 y  el testigo (0.5 % DMSO+S9). La fragmentación del ADN 

detectada por el ensayo cometa y el nivel de aductos 8-OHdG mostraron una relación de 

concentración-efecto. Comparando el daño al ADN de los  HAPs+S9, se observa que el 

B(b)F causó mayor incremento en el nivel del  aducto 8-OHdG y en la fragmentación 

del ADN que B(ghi)P, DB(a,h)A y el testigo (0.5 % DMSO+S9). El B(b)F y el B(a)P 

aumentaron similarmente el nivel del aducto 8-OHdG y la fragmentación del ADN 

comparado con el testigo. Quizás durante el metabolismo in vitro del B(b)F y B(a)P se 

produjo la misma concentración de intermediarios electrofílicos y de EROs, pero mayor 

concentración que con el DB(a,h)A y B(ghi)P.  Las diferencias metabólicas de la 

mezcla enzimática S9 para cada HAP, revela la acción genotóxica de los HAPs 

individuales en linfocitos periféricos humanos in vitro, así como la inducción 

diferencial del daño oxidante al ADN, que depende de  la estructura química y de la 

concentración para producir diferencialmente intermediarios metabólicos (epóxidos 

diol) y  EROs (radicales libres), capaces de  fragmentar el genoma y de oxidar a la 

guanina para producir rompimientos en la cadena y los aductos 8-OHdG, 

respectivamente.  

Diversas investigaciones han mostrado que el ensayo de ELISA tiene 

especificidad limitada debido a que el anticuerpo puede reaccionar cruzadamente con  
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otros aductos del ADN (Yin et al., 1995; Cooke et al., 2006; Evans et al., 2008), sin 

embargo, los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con los valores reportados 

para los niveles de 8-OHdG en ADN in vitro (Yin et al., 1995; Breton et al., 2003; 

Chiou et al., 2003). Además, en el presente estudio los valores basales e inducidos de 8-

OHdG detectados en el ADN de los linfocitos periféricos humanos mediante ELISA de 

tres ensayos independientes mostraron que esta metodología es sensible y reproducible 

para analizar el daño oxidante en el ADN de las células humanas expuestas in vitro a 

contaminantes ambientales como los HAPs, asegurando que hay gran afinidad y 

especificidad de unión del anticuerpo 8-OHdG del kit utilizado (Cayman Chemical) con 

la base oxidada. 

Los resultados de este estudio muestran que la acción genotóxica de los HAPs 

individuales en linfocitos periféricos humanos depende de la concentración de los 

compuestos químicos y de la tasa metabólica de la mezcla S9 in vitro para producir 

diferencialmente intermediarios genotóxicos y EROs que dañan el ADN de las células 

humanas. Estos resultados están de acuerdo con diversos estudios genotóxicos con 

B(a)P in vivo e in vitro, los cuales evidencian que induce fragmentación del ADN en 

células pulmonares humanas (Park et al., 2009), en cultivos de hepatocitos humanos 

HepG2 (Tarantini et al., 2009), en células endoteliales de vena de cordón umbilical 

(Annas et al., 2000) y en linfocitos de personas ocupacionalmente expuestas a este HAP 

(Cebulska-Wasilewska et al., 2005). También se ha demostrado que el BaP produce 

aductos de ADN en linfocitos periféricos humanos in vitro (Wiencke et al., 1990; 

Zanesi et al., 1994) e in vivo (Grzybowska et al., 1993), en células A549 de carcinoma 

de epitelio pulmonar por 
32

P-postmarcaje (Dreij et al., 2005), en cultivos de hepatocitos 

humanos HepG2 por HPLC/MS-MS (Tarantini et al., 2009), en  ADN de timo de  
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ternera y en células pulmonares por radioinmunoensayo (Cheng et al., 2007) y por 

HPLC-ES-MS/MS (Beland et al., 2005). También se ha detectado la inducción del 

aducto ADN-B(a)P in vivo por medio de ELISA (Harris et al., 1985; Takaishi et al., 

2009) y con 
32

P-postmarcaje-HPLC en epidermis de ratón (Marston et al., 2001); en 

células epiteliales WB-F344 de hígado de rata (Topinka et al., 2008) y en fibroblastos 

de pulmón humano (Binková y Srám, 2004). Además, se ha demostrado que el 

DB(a,h)A, B(b)F y B(ghi)P inducen rompimientos de la cadena de ADN en fibroblastos 

V79 de pulmón de criceto dorado por medio del ensayo cometa alcalino (Platt et al., 

2008b) y aductos de ADN en timo de ternera (Platt et al., 2008a), en hígado (Staal et al., 

2007), en cultivo de hepatocitos de rata y en células V79NH y NCI-H322 (Topinka et 

al., 1998), en fibroblastos de pulmón embrionario humano (HEL) y en piel de ratón con  

32
P-postmarcaje-HPLC (Weyand et al., 1993; Singh et al., 2010). 

Los resultados apoyan que  posiblemente las  altas concentraciones de HAPs 

identificados y asociados con el aire de la Ciudad de México están relacionadas con el 

aumento en la incidencia de enfermedades en la población. En el presente estudio se 

evaluó la genotoxicidad in vitro del DB(a,h)A, B(ghi)P, B(b)F y B(a)P en linfocitos 

periféricos humanos a concentraciones más altas (20-320 µM) que las detectadas 

ambientalmente, por lo tanto, no es posible compararlas con las concentraciones de los 

HAPs detectadas en el aire urbano de la Ciudad de México (B(b)F a 2.07 ng/cm
3
, 

DB(a,h)A a 0.59 ng/cm
3
, B(ghi)P a 1.46 ng/cm

3
, B(a)P a 0.74 ng/cm

3
, indeno (1,2,3-

cd)pireno a 1.00 ng/cm
3
, fenantreno a 1.66 ng/cm

3
), además estos HAPs  están 

combinados con el material particulado del aire urbano formando mezclas complejas 

(Calderón-Segura et al., 2004; Gutiérrez-Castillo et al., 2006; Villalobos-Pietrini et al., 

2006; Amador-Muñoz et al., 2001, 2008; Thornhill et al., 2008), quizás la exposición  
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constante al material particulado podría producir la acumulación de lesiones en el ADN 

que si no son reparadas puede iniciarse un proceso de carcinogénesis y eventualmente el 

desarrollo de tumores (Burdick et al., 2003; Briedé et al., 2004; Marczynski et al., 

2009).  

Las implicaciones y consecuencias adversas para la salud dependen de varios 

factores como la susceptibilidad individual, la eficiencia de los mecanismos de 

reparación del ADN, los niveles antioxidantes endógenos y el estilo de vida (fumar, 

consumo de alcohol, tipo de dieta, entre otros) (Wiseman et al., 1995; Hsiao et al., 

2000). Finalmente, esta investigación con el uso de dos biomarcadores muestra que son 

herramientas útiles y adecuadas para conocer el riesgo a desarrollar enfermedades en 

estados iniciales incluyendo el cáncer.  

 

 

 



 

58 

 

9. CONCLUSIONES 

Con base en los resultados se concluye lo siguiente: 

1) El B(a,h)A, el B(ghi)P y el B(b)F sin la mezcla enzimática S9 producen daño al 

ADN de los linfocitos periféricos humanos in vitro, evidenciado por el aumento 

en la frecuencia de cometas y  la longitud de la cauda comparado con el testigo 

negativo (DMSO-S9), pero su acción genotóxica se incrementa 

significativamente con la activación metabólica (mezcla enzimática S9). 

2) El B(a,h)A, el B(ghi)P y el B(b)F sin la S9 causan daño oxidante al ADN de los 

linfocitos periféricos humanos in vitro, mostrado por el  incremento  en los 

niveles del aducto 8-OH-dG comparado con el testigo negativo (DMSO-S9), 

pero en presencia del metabolismo animal el estrés oxidante se incrementa 

significativamente  comparado con el testigo (DMSO+S9). 

3) El ensayo de ELISA, por primera vez estandarizado y aplicado en nuestro país, 

evidencia que es un método rápido y adecuado para evaluar daño oxidante en el 

ADN en las células humanas expuestas in vitro a HAPs  mediante  la detección 

de los niveles del aducto 8-OHdG, que muestra ser  un buen biomarcador 

molecular de estrés oxidante inducido por contaminantes ambientales. 

4) Los dos biomarcadores genotóxicos evaluados en este estudio muestran una 

relación de concentración-efecto. 

5) Al comparar la actividad genotóxica de los tres HAPs, con (+S9) y sin  (-S9) 

activación metabólica animal, se observó que el B(b)F produce mayor daño al 

ADN en  linfocitos periféricos humanos in vitro que el B(ghi)P y el DB(a,h)A. 

El B(b)F y el B(a)P presentan similar actividad genotóxica en los linfocitos 

periféricos humanos in vitro. 
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6) El B(a)P, es un testigo positivo adecuado para detectar daño al ADN de los  

linfocitos periféricos humanos in vitro. 

7) Los  resultados del presente  estudio confirman que el ensayo cometa alcalino es 

una prueba con gran sensibilidad y reproducibilidad  para evaluar agentes 

genotóxicos ambientales. 

8) Se demuestra el efecto genotóxico de los tres HAPs más abundantes y asociados 

en la mezcla respirable de la Ciudad de México y apoya que representan riesgo 

potencial para la salud humana, animal y vegetal.  
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10. TABLAS Y FIGURAS 

Tabla I. Daño al ADN en linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro por 24 h 

a diferentes concentraciones de DB(a,h)A, B(ghi)P, B(b)F y B(a)P (testigo 

positivo) 
a
 

Concentración  

(µM) 

% Frecuencia de cometas 

  EE 

– S9              + S9 

Longitud de la cauda (µm)  

  EE 

– S9                 + S9 

 

Testigo Negativo 

(0.5 % DMSO) 

Testigo Positivo 

(Benzo(a)pireno 80 µM) 

 

 

       4.5  0.5         5.0  1.0  

 

     27.8  10.0*    100  0.0* 

 

 

         3.38  1.2               6.42  1.8 

 

       20.63  2.6**        117.19  2.4** 

Dibenzo(a,h)antraceno 

20 

40 

80 

160 

320 

 

 

     4.5   0.5         6.3  1.0 

     7.0  0.8*       12.5  0.6* 

     8.7  0.6*       22.3  2.0* 

   15.4  1.4*       45.6  4.2* 

   19.3  1.4*       84.3  1.2* 

 

 

        3.50  1.2              6.23  1.8 

        7.37  1.9**         12.95  2.6** 

        8.34  2.0**         22.54  3.2** 

      18.55  3.2**         57.83  4.6** 

      22.12  3.4**         89.33  3.3** 

 

Benzo(ghi)perileno 

20 

40 

80 

160 

240 

 

 

     8.5  0.5*        27.8  4.4* 

   10.6  2.3*        39.0  9.7* 

   17.5  0.8*        53.7  1.5* 

   17.5  2.1*        77.5  7.5* 

   23.7  6.5*        98.7  0.6* 

 

 

        8.99  2.1**         20.72  2.5** 

      10.68  2.3**         37.10  3.8** 

      15.54  2.6**         55.48  4.2** 

      23.32  3.8**       103.20  4.2** 

      30.18  3.6**       136.50  2.1** 

Benzo(b)fluoranteno 

20 

30 

40 

60 

80 

 

 

   10.4  1.7*        37.8  8.2* 

     8.8  2.7*        41.6  3.6* 

     8.3  3.4*        46.5  1.7* 

   16.9  1.7*        70.3  0.5* 

   24.5  0.9*         100  0.0* 

 

 

      10.19  2.2**         37.05  3.6** 

      10.28  2.4**         53.57  4.6** 

      17.73  1.9**         63.08  4.3** 

      19.86  3.2**         92.71  4.4** 

      31.02  3.9**       113.87  1.8** 

 

a
 Promedio de 3 experimentos      n =300 células 

 Diferencias significativas para  F= 10.47  p<0.0001   prueba estadística de Newman-Keuls 

 Diferencias significativas para  F= 99.97  p<0.0001   prueba estadística de Newman-Keuls 
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Figura 7. Promedios de la frecuencia de cometas (daño al ADN) de los linfocitos 

periféricos humanos expuestos in vitro a DB(a,h)A, B(ghi)P, B(b)F y 

B(a)P (testigo positivo), por 24h con y sin activación metabólica animal 
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Figura 8. Promedios de la longitud de la cauda del cometa de los linfocitos 

periféricos humanos expuestos in vitro a DB(a,h)A, B(ghi)P, B(b)F y 

B(a)P (testigo positivo), por 24h con y sin activación metabólica animal 
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Figura 9. Análisis de regresión lineal de los promedios de la frecuencia de cometas 

(daño al ADN) y longitud de la cauda del cometa en linfocitos periféricos 

humanos expuestos in vitro a tres HAPs, a) DB(a,h)A, b) B(ghi)P y c) 

B(b)F por 24 h con y sin activación metabólica animal 
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Tabla II. Niveles del aducto 8-OH-dG en linfocitos periféricos humanos expuestos 

in vitro por 24 h a diferentes concentraciones de DB(a,h)A, B(ghi)P, 

B(b)F 
 

 

 
 

100 μg de ADN 

Niveles del aducto 8-OH-dG  

(ng/μg de ADN) 

  EE 

– S9                                     + S9 

Testigo Negativo 

(0.05 % DMSO ) 

Testigo Positivo 

(Benzo(a)pireno 80 µM) 

 

  1.10  0.02                     1.09  0.05 
 
 

    2.47  0.05                     6.57  0.06* 

Dibenzo(a,h)antraceno 

20 

40 

80 

160 

320 

 

 

  1.16  0.02                       1.26  0.01 

  1.21  0.02                      1.43  0.01 

    1.34  0.02*                    1.99  0.04** 

    1.55  0.04*                     3.09  0.10** 

   1.75  0.05*                     3.57  0.10** 

 

Benzo(ghi)perileno 

20 

40 

80 

160 

240 

 

 

  1.20  0.01                      1.32  0.03 

   1.34  0.03*                     2.27  0.05** 

   1.52  0.03*                     2.62  0.06** 

   1.72  0.03*                     3.35  0.04** 

   1.97  0.03*                     4.47  0.40** 

Benzo(b)fluoranteno 

20 

30 

40 

60 

80 

 

 

    1.39  0.03*                    2.48  0.04** 

    1.53  0.02*                    3.11  0.04** 

    1.70  0.04*                    4.75  0.12** 

   1.94  0.04*                    5.39  0.08** 

    2.27  0.07*                    6.28  0.14** 

 
a
 Promedio de 3 experimentos      

 Diferencias significativas para  F= 117.10  p<0.001   prueba estadística de Newman-Keuls 

 Diferencias significativas para  F= 111.68  p<0.001    prueba estadística de Newman-Keuls 
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Figura 10. Promedios de los niveles del aducto 8-OH-dG en los linfocitos 

periféricos humanos expuestos in vitro a DB(a,h)A, B(ghi)P, B(b)F y B(a)P 

(testigo positivo), por 24 h con y sin activación metabólica animal 
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Figura 11. Análisis de regresión lineal de los niveles del aducto 8-OH-dG en los 

linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro a tres HAPs,   a) 

DB(a,h)A,  b) B(ghi)P y c) B(b)F por 24 h con y sin activación 

metabólica animal 
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Figura 12. Promedio de viabilidad de los linfocitos periféricos humanos expuestos 

in vitro a DB(a,h)A, B(ghi)P y B(b)F por 24 h con y sin activación 

metabólica animal 
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12. ANEXO 

12.1 Artículo publicado 
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