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Rescconen

RESUMEN

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (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 carcindégenos humanos. En el
presente estudio, se coincubaron linfocitos periféricos humanos in vitro a diferentes
concentraciones de los cuatro HAPs con (+S9) y sin (-S9) activacion metabodlica animal.
Los efectos genotoxico y citotoxico de cada HAP se evaluaron con el ensayo cometa
alcalino y tincion de exclusién con azul tripano respectivamente, mientras que el dafio
oxidante al ADN se determiné con la deteccion de los niveles del aducto 8-OHdG por el
método de ELISA. El dafio al ADN se analizé mediante dos parametros genotdxicos: la
frecuencia de cometas y la longitud de la cauda. Las concentraciones de 20, 40, 80, 160
y 320 uM de DB(a, h)A -S9; 20, 40, 80, 160 y 240 uM de B(ghi)P-S9; 20, 30, 40, 60 y
80 uM de B(b)F-S9 y 80 uM 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 relacion con el testigo (0.5 % DMSO-S9). Sin embargo, cuando
los HAPs se coincubaron con la mezcla enzimatica (HAPs+S9) produjeron mayor
incremento siendo significativo en ambos parametros genotoxicos comparado con el
testigo (0.5 % DMSO+S9). Los HAPs-S9 y HAPs+S9 mostraron una relacion de
concentracion-efecto. La viabilidad de los linfocitos expuestos a todos los HAPs-S9 y
HAPs+S9 no se modificO en comparacion con los testigos. Los resultados de este
estudio demuestran que los ensayos cometa y ELISA son répidos, adecuados y
sensibles para detectar dafio 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 uM DB(a,h)A-S9; 20, 40, 80, 160 and 240
UM B(ghi)P-S9; 20, 30, 40, 60 and 80 uM B(b)F-S9; and 80 uM 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 PAHSs-

induced DNA damage in human peripheral lymphocytes.
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1. Introduccion

Muchos hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son agentes ambientales
con capacidad para inducir cancer humano. En 1775, el médico cirujano britanico Sir
Percival Pott demostro una relacion entre los limpiadores de las chimeneas expuestos
prolongadamente al hollin y la incidencia de cancer de escroto (Baird et al., 2005).

Desde 1876, se ha reportado cancer de piel en trabajadores de las destilerias de
alquitran (Kriek et al., 1998), pero las investigaciones en carcinogénesis inducida por
HAPs iniciaron en los afios 30 cuando Kennaway (1930) identifico y aislé al
benzo(a)pireno (BaP) como el principal constituyente carcinégeno del alquitran de
carbon, desde entonces este HAP ha sido uno de los méas extensamente estudiados en
mamiferos y en poblaciones humanas (Park et al., 2006).

Brookes y Lawley (1964), encontraron asociaciéon de las interacciones de los
HAPs con el ADN y su potencial carcinogénico y tumorogéenico cuando se aplican
repetidamente en piel de raton, pero la evidencia de que la activacion metabodlica esta
involucrada en la formacién de intermediarios metabolicos que interactian con el ADN,
fue demostrada hasta 1968 por Grover y Sims quienes aislaron los aductos ADN-HAP,
lo cual les permitié proponer la hipétesis de que los HAPs son convertidos a epoxidos
antes de unirse al genoma.

En 1973 Borgen et al. incubaron el B(a)P con ADN en presencia de fracciones
microsomicas de higado 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 epoxidos y sintetizaron el 7,8-dihidrodiol-9,10-epéxido de B(a)P

(BPDE), como ultimo metabolito carcinogénico responsable de la unién con el ADN.
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Miller y Miller (1981), confirmaron que muchos carcindgenos, incluyendo a los HAPsS,
no son téxicos por si mismos, sino que requieren del metabolismo celular para ser
convertidos por oxidacion a metabolitos electrofilicos 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 mutagenos y carcindgenos que
reaccionan con las bases del ADN Yy sugirieron que los radicales libres participan en la
oxidacién del C-8 de la guanina. Floyd et al. (1986), detectaron el aducto 8-OHdG por
HPLC con un detector electroquimico (HPLC/EC), método ampliamente usado por
varios grupos de investigadores para identificar analiticamente el dafio al ADN en
higado y rifion 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 aromaticos policiclicos (HAPS)

Los HAPs son una clase diversa de compuestos organicos constituidos por
cuatro a seis anillos de benceno unidos entre si, generalmente son lipofilicos, propiedad
que se incrementa al aumentar su complejidad estructural, generalmente se presentan
como mezclas. Se producen por procesos de combustion incompleta y sus emisiones al
ambiente ocurren desde siglos pasados por el empleo de combustibles de uso

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

Existen mas de 100 clases diferentes de HAPs que se encuentran en forma
natural en el ambiente, que pueden ser elaborados individualmente para efectos de
investigacion, pero las mezclas encontradas en los productos de combustién no pueden

ser sintetizados como sustancias quimicas puras.

Los HAPs son contaminantes ubicuos y sus consecuencias en el ambiente son
nocivas, ya que tienen propiedades toxicas, mutagénicas o cancerigenas, por lo que

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

2.2 Fuentes de emision de HAPs

Los HAPs se forman de manera natural como resultado de la combustion
incompleta del carbon, del petroleo, de los incendios forestales, de las erupciones
volcénicas, y de las fuentes antropogénicas como el trafico intenso de vehiculos, de los
procesos industriales, de las incineradoras y de la calefaccion de casas habitacion. 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; Marti-Cid et
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al., 2008). En general, los seres vivos estan constantemente en contacto con HAPs y a
exposiciones elevadas se asocian con el riesgo a enfermedades incluyendo al cancer
(Mastrangelo et al., 1996). Estudios epidemioldgicos han evidenciado mayor incidencia
de cancer pulmonar por exposicién 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 exposicion ocupacional a los HAPs las constituyen la
industria de aluminio, de coque, de fundicion de hierro y de acero, el procesamiento del
petroleo, la fabricacion de asfalto, la pavimentacion de carreteras, los procesos de
vulcanizacion de la goma de caucho, la produccion de energia a partir del petroleo, del
carbon o cualquier otro combustible de origen organico (US EPA 1995).

Los trabajadores de los hornos de coque estan muy expuestos al alquitran de
carbon que es rico en HAPs, particularmente de B(a)P que esta asociado con la
incidencia de cancer de pulmén. La exposicion ocupacional o ambiental a los HAPs
puede ser evaluada con la deteccion de aductos de ADN en células humanas, su
medicién es considerada como el mejor biomarcador molecular de exposicion a
genotoxinas ambientales el cual se relaciona con el riesgo a desarrollar cancer
(Pavanello et al., 1999, 2005).

La calefaccion doméstica con petréleo o con lefia son también fuentes
importantes de HAPs. La ingestion de alimentos a la parrilla o fritos aporta grandes
cantidades de HAPs e incrementan el riesgo de iniciar enfermedades cardiovasculares.
Muchos agentes quimicos mutagénicos inducen la formacion de aductos de ADN, como
las aflatoxinas, N-nitrosaminas y aminas heterociclicas (Strickland y Groopman, 1995;

Goldman y Shields, 2003).
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Estudios con animales de laboratorio reportan que la exposicion a una dieta rica
en HAPs puede inducir tumores en el aparato digestivo. En los seres humanos también
hay evidencias de la relacién entre una dieta que genere HAPs y el aumento de cancer

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

2.3 HAPs en el aire urbano de la Ciudad de México

En el &area 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 carcinGgenos
humanos y de otros se sospecha. Los HAPs estan asociados principalmente con las
particulas finas de aire formando mezclas organicas complejas (Miguel et al., 1998;
Eiguren-Fernandez et al., 2004). La exposicion a mezclas organicas 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 particulas suspendidas
totales en el suroeste de la Ciudad de México, identificandose diez HAPs, entre los de
mayor concentracion 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-Mufioz et al., 2001, 2008; Calderon-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 organica extraible) 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 carcindgenos (*) y constituyen del 53.3 al 73.3 % de la

concentracion total de HAPs.

En el aire de la Ciudad de México se han identificado diveros HAPs entre los
mas abundantes se encuentran los siguientes:

benzo(b)fluoranteno 1.19 @ fluoranteno 0.66

ggg benzo(ghi)perileno 3.91 &% | pireno 0.82
]

G| dibenzo(a,h)antraceno 1.27 O%‘e benzo(a)pireno 2.01
43 | fenantreno 1.14 benzo(k)fluoranteno 0.27
indeno(1,2,3-cd)pireno 1.0 /G | criseno 0.73

Promedio anual de HAPs en ng/cm3 adsorbidos a las particulas Amador-Mufioz etal. 2001
PM10en la zonasuroeste de la Ciudad de México Calderon Seguraetal. 2004

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

2.4 Benzo(a)pireno

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

combustion incompleta del petréleo, se ha identificado en el aire, en agua potable, en
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aguas residuales, sedimentos y en los alimentos cocinados al carbon. EI B(a)P se
absorbe rapidamente por vias oral, respiratoria y dérmica. También es conocido como
1,4-benzo(a)pireno (B(a)P), su formula quimica condensada es C20H12 y peso
molecular de 252.3. Es précticamente 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 dias en la atmoésfera, de 1 a 8 horas en el agua, de 5 a 10
afos 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-epoxido considerado
como el Ultimo metabolito carcinogéno del benzo(a)pireno. Durante el metabolismo
oxidante también se forman fenoles y quinonas que son conjugados por el complejo
enzimatico glutation-S-transferasa para ser eliminados por vias urinarias, heces o sudor

(IARC, 1983).

2.5 Dibenzo(a,h)antraceno

El dibenzo(a,h)antraceno es un HAP con cinco anillos aromaticos (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
formula quimica condensada es C22H14, peso molecular de 278,33 y punto de fusién
de 266¢. Es insoluble en agua, ligeramente soluble en alcohol y éter, solubles en éter de
petréleo, xileno, benceno, tolueno, aceites y otros disolventes organicos (Budavari et al.,
1989). Es un componente del alquitran de hulla y del hollin (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 carbén (IARC, 1983; ATSDR, 1993). Después
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de la absorcion se distribuye en varios tejidos con mayor acumulacién en el higado y en
los rifiones (Daniel et al., 1967). Se encuentra en la atmdsfera, en el suelo, en la
superficie del agua de sedimentos Yy en suelos cerca de sitios de los desechos
peligrosos, fue el primer HAP sintético que mostro tener propiedades carcinogénicas

(IARC, 1983).

2.6 Benzo(b)fluoranteno

El benzo(b)fluoranteno, es un sélido cristalino con una férmula quimica
condensada de C20H12 y peso molecular de 252.32 (Lide, 1991), con cuatro o cinco
anillos aromaéticos, es practicamente insoluble en agua y ligeramente soluble en benceno
y acetona. Se encuentra en combustibles como el petrdleo, 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 carbdn, en los alimentos asados, ahumados fritos o en aceites y margarinas
(IARC, 1983), también en los suelos, aguas subterraneas 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 aromaticos. Proviene del petroleo crudo y de los productos de
combustion incompleta del alquitran y del carbon (US EPA, 1987). Su férmula quimica
condensada es C22H12 y peso molecular de 276,3 (IARC, 1983), es practicamente

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 subterrdneas y superficiales de sedimentos,

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

2.8 Biomarcadores de exposicion, de efecto y de susceptibilidad
La presencia de un xenobidtico en el ambiente representa un riesgo para los

organismos Vivos, para cuantificar su exposicion e impacto se usan biomarcadores.

Los biomarcadores estan relacionados con el tiempo de exposicion y el tipo de
xenobidtico, en algunas ocasiones se pueden detectar con técnicas sensibles y semanas
después de la exposicién, sin embargo, en otros casos el periodo de su deteccidn

depende mas de su vida media.

Los biomarcadores son cambios medibles en un sistema o matriz biolégica, que
pueden ser bioquimicos, fisiol6gicos o morfolédgicos y se interpretan como el reflejo de
la exposicién a un agente toxico (Grandjen et al., 1994). Los biomarcadores mas usados
son los que se pueden obtener de forma menos invasora, entre sus caracteristicas ideales
se encuentran las siguientes: que sean especificos para el xenobi6tico, que se usen
métodos de deteccion sensibles y confiables en matrices o tejidos biolégicos de facil
obtencion 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 exposicion, de
efecto y de susceptibilidad (WHO, 1993; Albertini et al., 1996; Schulte, 2005).

Biomarcadores de exposicion. Puede ser un compuesto quimico exdgeno, sus

metabolitos o el producto de la interaccion con una biomolécula, esta clase de
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biomarcadores se pueden medir en sangre, orina, cabello, ufias o en ADN, ARN, lipidos
y proteinas. Se distinguen dos tipos basados en las pruebas de deteccion: a) Los
marcadores de dosis interna (selectivos), indican que el agente toxico ha entrado al
organismo, miden directamente la concentracion del xenobi6tico o sus metabolitos en
fluidos bioldgicos mediante analisis quimicos, se utiliza principalmente para cuantificar
la concentracion del agente (s) toxico(s) acumulado (s) en el tejido, en el 6rgano o en el
organismo completo como por ejemplo los niveles de plomo en la sangre. Los
metabolitos de los HAPs son biomarcadores de exposicion de dosis interna tal como los
niveles de 1-hidroxipireno (1-HP) en orina y en suero, que estima la exposicion
individual a HAPs (Bernard y Lawerys, 1986; Van Cauteren et al., 1996; Sorensen et
al., 2003) y b) Los biomarcadores de dosis biolégicamente efectiva (no selectivos)
indican que el agente toxico ya ha producido dafio en el organismo. Son moléculas
sencillas o complejas que forma el agente toxico o sus metabolitos con los &cidos
nucléicos, proteinas o lipidos, reflejan acciones mutagénicas y/o carcinogénicas. Son
utiles cuando la vida media del xenobidtico es muy corta y resulta dificil medir su
concentracion.

Los HAPs inducen la generacion de radicales libres y especies reactivas de
oxigeno (EROs) que producen estrés oxidante. Casi todos los biomarcadores de dafio
oxidante al ADN estan en la categoria de biomarcadores de dosis biologicamente
efectiva, el mejor ejemplo es el aducto 8-OHdG, principal producto de la reaccion 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 bioquimicos

en el organismo como resultado de la exposicion a agentes toxicos, no identifican al
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xenobiotico que provoca el dafio, sino que miden la respuesta tdxica en el organismo.
Deben ser detectados antes de que el dafio sea irreversible. Son los biomarcadores méas
estudiados e incluyen a las alteraciones de actividades enziméticas, aductos de lipidos y
proteinas, incremento de proteinas y anticuerpos especificos (autoanticuerpos) (Repetto,
2009). Se pueden considerar dos tipos: a) Los marcadores de efecto temprano, que
representan alteraciones genéticas como mutaciones, intercambios de cromatidas
hermanas, entre otras y b) Los marcadores de enfermedades, son manifestaciones

preclinicas o de un estado inicial de la enfermedad.

No siempre es facil distinguir entre un biomarcador de exposicién con el de
efecto, tal vez el ejemplo més tipico es la formacion de aductos de ADN (union
covalente de carcinégenos quimicos con el ADN). Se considera un biomarcador de
exposicion al producto de una reaccion del xenobi6tico con el ADN que a su vez indica
la respuesta celular. La formacion de aductos de ADN generalmente se correlaciona con
el proceso carcinogénico por lo que es un excelente biomarcador para entender la
epidemiologia molecular del cancer. Entre los agentes toxicos inductores de aductos de
ADN humano se encuentran los HAPs, las aminas aromaticas, las aminas heterociclicas,
las micotoxinas y los agentes alquilantes. Sin embargo, Moller (2006) y Gyorffy et al.
(2008), clasifican como biomarcadores de exposicion a los aductos de proteinas y de
ADN e incluyen lesiones del ADN detectadas por medio del ensayo cometa ya que
provee informacion de la dosis bioldgicamente efectiva, mientras que clasifican a las
aberraciones cromosomicas y micronucleos como biomarcadores de efecto biologico
temprano, debido a que detectan un estado de la carcinogénesis posterior al mostrado

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

intercambios de cromatidas hermanas, aberraciones cromosémicas y micronucleos.

Biomarcadores de susceptibilidad. Son indicadores de la susceptibilidad
individual hacia un agente toxico. Se conocen dos tipos: a) Los biomarcadores de
polimorfismos enzimaticos del metabolismo de xenobidticos, los cuales miden la
actividad del complejo enzimatico CYP450, involucrado en las reacciones de dxido-
reduccion de la fase | del metabolismo de xenobidticos (activacion), 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 enzimaticos de las reacciones
de conjugacion miden la actividad de las enzimas de conjugacion de la fase Il del
metabolismo  (inactivacion) tales como el complejo glutation-S-transferasa,
acetiltransferasa y sulfotransferasa implicadas en la desintoxicacion de metabolitos
reactivos. La predisposicion al cancer 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 exposicion ambiental es un campo de investigacion ampliamente estudiado
desde hace varias décadas debido al aumento constante de contaminantes, se han
realizado numerosos estudios epidemiologicos por el riesgo que representan para la
salud  humana. Los aductos de ADN mediante *’P-postmarcaje/HPLC,

HPLC/fluorescencia y **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 mas el nivel de aductos de
ADN en leucocitos de personas expuestas de 0.015 a 0.057 pg/m® 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 relacion lineal entre los aductos de ADN vy los
niveles del HAP en el ambiente, por lo que concluyen que hay otras fuentes como la
dieta que puede contribuir al dafio genotdxico.

Perera et al. (1992) realizaron estudios en la misma area geogréfica y en grupos
similares, sus resultados muestran que la exposicién al B(a)P de 0.006 a 0.057 pg/m?®
ambiental se asocia con el incremento significativo en los aductos de ADN, en los
intercambios de cromatidas hermanas y en aberraciones cromosémicas 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 variacion interindividual.

En linfocitos periféricos humanos expuestos a concentraciones de 10, 25, 50 y
100 uM de B(a)P por 4 h se observé aumento significativo de los aductos de ADN por
%2p_postmarcaje en comparacion con el valor testigo (Roggeband et al., 1994).

Binkova et al. (1995) y posteriormente Lewtas et al. (1997), reportaron una
correlacion significativa entre la exposicion a los HAPs en un rango de 0.01 a 0.02

ng/m® y de 0.002 a 0.004 pg/m®B(a)P por 24 h con el nivel de aductos de ADN (de 4 a
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6.5 aductos/10° nucleétidos) en leucocitos de mujeres no fumadoras expuestas al aire
muy contaminado por la combustion de carbdn urbano en la Republica Checa.

Nielsen et al. (1996a) monitorearon a conductores de autobuses no fumadores
urbanos y suburbanos, fumadores y no fumadores de areas rurales para evaluar aductos
de ADN en linfocitos periféricos y establecieron para los conductores del area urbana
correlaciones positivas con el nivel de aductos de ADN (40 aductos/10° nucleétidos) y
la concentracion de los contaminantes comparado con los valores del grupo suburbano
y de los testigos (2.4 aductos/10® nucleétidos) y no encontraron influencia significativa
con los hébitos 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
contaminacion 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 carbon con exposicion adicional a
contaminantes del diesel.

En células de pulmén, higado y corazon de ratas Lewis con administracion
intraperitoneal de 10 mg/kg por 1, 2, 4 y 11 dias, se observaron niveles mas elevados
de aductos de ADN en higado, que en corazén y pulmon (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® B(a)P, con una relacién de concentracion-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), sefialé 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 pg/m® de B(a)P. Los mismos soldados en Alemania expuestos a 0.0015-
0.007 ug/m?® de B(a)P no mostraron diferencias significativas en la induccién de aductos
de ADN, lo que sugiri6 que la dieta en Kuwait juega un papel importante como fuente
de HAPs.

En células HL-60 de leucemia promielocitica humana expuestas a 2, 6, 10 y 30
puM 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 deteccion de aductos de ADN y de HAPs se han determinado por ¥P-
postmarcaje/HPLC, en hepatocitos de rata Wistar expuestos a 2.5, 7.5y 25 ug/ml/6 h de
la materia organica extraible del invierno y del verano en las zonas industrial y rural en
la Republica Checa, los resultados evidenciaron mayor concentracion 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 Binkova et al. (2007), en ADN
de timo de ternera expuestos in vitro a 100 pg/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 cordon umbilical en las cercanias del
World Trade Center (WTC) en Manhatan, Nueva York.

En personas caucasicas también se han determinado niveles significativos de
aductos de ADN de linfocitos periféricos, que dependen de factores como el habito de

fumar, la dieta y la exposicion intramuros (Pavanello et al., 2006).
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En hepatocitos de ratdn CD2F1 con administracion peritoneal 50, 100 y 200
mg/kg de B(a)P por 1, 3, 7, 14 y 28 dias 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 uM 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 **P-postmarcaje, la induccién fue mayor
con el DB(a,l)P > B(a)P > DB(a,h)A > fluoranteno (Staal et al., 2007), la misma accion
genotoxica fue evidenciada en las células MCF-7 de cancer de mama expuestas a HAPs
por 4y 24 h, el DB(a,I)P produjo mayores niveles del aducto que B(a)P > DB(a,h)A.

Otro importante biomarcador empleado para evaluar el dafio al ADN en
biomonitoreo ambiental es el ensayo cometa alcalino en diferentes lineas celulares
humanas. En células HepG2 de hepatoma humano expuestas a BaP 0.1, 1, 4 y 10 uM
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 nifios que viven cerca de una planta de hornos de coque en
Alemania, con altas concentraciones de HAPs ambientales. En linfocitos de nifios
expuestos al humo de cigarro (fumadores pasivos), encontraron mayor momento de la
cauda y del porcentaje de ADN de la cauda mostrando una asociacion entre el dafio al

ADN vy la exposicion al humo de cigarro (Zalata et al., 2007).

2.10 Evaluacion del riesgo carcinogeénico de los HAPs
Las particulas suspendidas en la atmdsfera comprenden una mezcla de

compuestos, entre los que se encuentran los HAPs. Se ha evaluado el dafio a la salud
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asociado con la exposicion ambiental a HAPs por diferentes agencias de proteccion 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). Estas consideran como
carcinbgenos 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 (Castafio-Vinyals et al.,, 2004). La
Internacional Agency for Research on Cancer (IARC, 1983), ha evaluado el riesgo
genotoxico de los HAPs en los seres humanos clasificAndolos segin su potencial

carcinogénico como se muestra las Figuras 2 y 3.

Genotoxicidad
Grupol 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. Clasificacion del riesgo genotdxico de los hidrocarburos aromaticos

policiclicos (HAPS).
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Genotoxicidad

HAP IARC
benzo(ghi)perileno 3
benzo(a)pireno 2A
dibenzo(a,h)antraceno 2A
benzo(b)fluoranteno 2B
fenantreno 3
indeno(1,2,3-c,d)pireno 2B
pireno 3
criseno 3
fluoranteno 3
benzo(k)fluoranteno 2B

Figura 3. Clasificacion del riesgo genotdxico de los principales HAPs presentes en

la atmosfera.

2.11 Metabolismo de HAPs

Los HAPs son compuestos lipofilicos quimicamente inertes, por lo que requieren

ser activados metabdlicamente para formar intermediarios electrofilicos. En general, la

biotransformaciéon de los HAPs involucra enzimas que se localizan en el reticulo

endoplasmico liso y en el citosol en tres fases metabolicas: la Fase I, con reacciones de
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Oxido-reduccion catalizadas por el sistema de enzimas CYP450 convierte a los
xenobioticos en metabolitos polares. La Fase I, incluye reacciones de conjugacion de
los metabolitos primarios con moléculas enddgenas como glutation catalizadas por las
enzimas sulfotransferasa, epdxido hidrolasa, glutation-S-transferasa y UDP-
glicotransferasa a metabolitos conjugados y finalmente, en la Fase 1l los conjugados
pueden ser eliminados por excrecion via orina, heces y sudor (Miller y Ramos, 2001).
Las CYP1Al y CYP1B1 son enzimas con actividad de monooxigenasas y en conjunto
con la epdxido hidrolasas (Miller y Ramos, 2001) (Figura 4), convierten a los HAPs
lipofilicos via oxidacion-reduccion a metabolitos electrofilicos reactivos, los diol
epoxidos-HAP, que pueden unirse covalentemente al ADN formando aductos. Los
epoxidos diol reaccionan principalmente con la guanina del ADN, formando los
aductos 8-OHdG. Los epoxidos diol son muy inestables y cuando no reaccionan
rapidamente son hidrolizados a tetroles, metabolitos no mutagénicos, utilizados como
indicadores de la formacion de los epdxidos diol (Galvan et al., 2005; Harrigan et al.,

2006; Park et al., 2006) (Figura 4).
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Via de activacion metabdlica:

epoxido -

CYP1A1,1B1 hidrolasa CPY1A1,1B1
HAPs epoxido ——— > dihidrodiol epoxido diol
Oxidacion Reduccién Oxidacion
crjcs c9/c10
N id Dihidrodiol
° peroxidasa ihidarodiol
'|| ! deshidrogenasa ‘e
e S
radical catién o-quinonas Glutation-S
transferasa
3 Mutaci Aductos de
cancer — utaciones «————
R ADN
Aberraciones
cromosomicas v

Micronucleos Conjugado GSH-

Fragmentacion del ADN excrecion <+ diolepéxido

Galvan et al. 2005
Harrigan et al. 2006
Park et al. 2006

Figura 4. Via de activacion metabolica de los HAPs, basada en el modelo del B(a)P.

Una caracteristica importante de muchos HAPs es su capacidad para activar el
receptor citosolico aril hidrocarbono (AhR), el cual después de dimerizarse con un
traslocador aril hidrocarbono nuclear (ARNT), entra al nucleo y controla la expresién de
los genes del metabolismo de los xenobidticos, incluyendo CYP1Al, CYP1B1 y las
enzimas metabolicas de fase 11, para la desintoxicacion (Whitlock, 1999).

Es bien conocido que el B(a)P es metabolizado por las enzimas CYP450 para
formar epoxidos diol que interactian con el ADN produciendo aductos, sin embargo,
recientemente se han descrito otras rutas metabdlicas. El B(a)P puede ser metabolizado
por las CYP450 con actividad de peroxidasa, via oxidacién de un electron, generando
radicales catién-B(a)P, precursores del fenol 6-OH-B(a)P. La auto-oxidacion de este

derivado resulta en B(a)P quinonas (BPQs) después del metabolismo del B(a)P, mas del
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50% como productos metabolicos. 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 oxigeno (EROs) como el anion superdxido (O,), el perdxido de hidrégeno
(H20,) 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. Ademas de los aductos
HAPs-ADN, las EROs producidas durante la conversién metabdlica 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 dafio oxidante al
ADN y aductos, que pueden producir la fragmentacién del ADN y mutaciones (Park

et al., 2006).

2.12 Aductos de ADN como biomarcadores

Los biomarcadores de carcinogénesis reflejan los eventos bioldgicos que ocurren
entre la exposicion a carcindgenos y el desarrollo de cancer. Las modificaciones de las
bases del ADN pueden ser tan pequefias como la oxidacion o tan grandes como la
unién covalente al ADN (Sharma y Farmer, 2004). Los carcindgenos genotdxicos tienen
la capacidad de formar aductos de ADN, que son un evento inicial del desarrollo de
cancer, algunos pueden interactuar directamente con el ADN, pero otros requieren
activacion metabolica para formar la ultima especie electrofilica reactiva que se une
covalentemente a los sitios nucleofilicos del ADN y formar aductos (Hemminki, 1983;
Dipple, 1995).

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

cualquier lesion pueden ser eficientemente reparados antes de la division celular, en
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esos casos los aductos de ADN pueden no ser promutagenos. Sin embargo, cuando no
son reparadas las alteraciones en la secuencia de ADN influyen sobre la replicacion, asi
mismo, cuando los aductos se reparan erréneamente ocurren alteraciones en la
secuencia, conduciendo a carcinogénesis por un proceso que resulta de la acumulacién
de mudltiples mutaciones (Sing y Farmer, 2006). Los eventos genéticos durante la
carcinogénesis tradicionalmente se han dividido en tres fases, iniciacion, promocion y
progresion, de las cuales la primera es la que se ha asociado con la union del
carcinégeno al ADN vy la produccién de dafio (Sharma y Farmer, 2004). Generalmente
la medicion 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 poblacion humana estd constantemente expuesta a carcindgenos en la vida
diaria (Worgan et al., 2004). Aunque la exposicién ocupacional a los agentes
genotdxicos y carcindgenos se ha podido controlar debido a la practica y regulacion 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 genotoxicos carcinogenicos (Castafio-Vinyals et al., 2004; Karlsson et al., 2004;
Vineis y Husgafvel-Pursiainen, 2005). La deteccion de aductos de ADN en tejidos
humanos es una excelente herramienta para estudios epidemioldgicos moleculares del

cancer, ya que se han usado como biomarcadores de exposicion a carcin0genos.
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Los HAPs y sus metabolitos estan asociados al aumento en la incidencia de
diversos tipos de cancer, 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 bioldgico de exposicion que se puede realizar
mediante la determinacién de la concentracién de los aductos en tejidos y fluidos
bioldgicos. Los aductos HAPs-ADN son un buen marcador de exposicion y las técnicas
empleadas para su deteccién y cuantificacion han llegado a ser muy confiables en los
ultimos afos.

En la actualidad se usan diferentes técnicas muy sensibles entre las que se
encuentran la cromatografia liquida de alta resolucién con **post-marcaje (HPLC/*?P),
con deteccidn electroquimica (HPLC/EC), espectrometria de masas con cromatografia
de gases (GC-MS), espectrometria de masas MALDI, espectrometria 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 aerobico la transferencia de
electrones en las células genera niveles bajos de EROs que juegan un papel integral en
la modulacion de algunas funciones fisioldgicas, sin embargo, si se producen en
cantidades excesivas pueden ser dafiinos. El estrés oxidante natural resulta del
desequilibrio entre la generacion de EROs y la capacidad antioxidante de la célula, una
sobreproduccion 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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proteinas, lipidos de membrana, ARN y ADN vy si el dafio no es reparado posiblemente
cause mutaciones, rompimientos de una o dos cadenas de ADN y aberraciones
cromosomicas, entre otros.

Todas las formas de vida aerdbica estan sujetas constantemente a la accion de
oxigeno molecular y EROs producidas durante su metabolismo. El dafio oxidante al
ADN es un proceso inevitable por la formacion de EROs, sin embargo, el nivel de dafio
puede incrementarse bajo condiciones de estrés oxidante debido a la exposicién a una
variedad de fuentes fisicas o quimicas, entre las que destacan los producidos o
inducidos por radiaciones ionizantes, luz UV, plaguicidas, hidrocarburos aromaticos
policiclicos, ozono, bidxido de nitrégeno, diversos disolventes organicos, el humo del
cigarrillo y la dieta, lo cual puede conducir a procesos patolégicos como las
enfermedades cardiovasculares, respiratorias, aterosclerosis, neuroldgicas y desarrollo

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

2.14 Aducto 8-OHdG

Los organismos vivos estan continuamente expuestos a EROs generados como
resultado normal de reacciones bioguimicas que propician un estado oxidante, la
integridad del genoma se mantiene por medio de dos mecanismos: la reparacion por
escision de bases (BER) cuando los aductos generados por el dafio a las bases no son
muy grandes (Evans et al., 2004; Shen et al., 2007) y la reparacion por escision de
nucledtidos (NER) que se caracteriza por la eliminacion de grandes aductos que
contienen de 24 a 32 nucledtidos de longitud (Patel et al., 2007), los cuales despues de

ser removidos son excretados en la orina (Huang et al., 1992).
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Sin embargo, ademéas de la produccion intrinseca de EROs, el organismo
también est& expuesto a varios factores externos relacionados con el estilo de vida (dieta
y habito de fumar), exposicién ocupacional y contaminacion 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 oxidacién se encuentra el radical OH", su interaccién con el C8 de
2 desoxiguanosina genera oxipurinas y después por eliminacion de un electron se forma
el aducto 8-hidroxi-2"desoxiguanosina (8-OHdG) (Kasai, 1997; Valko et al., 2004).
Aunque el radical OH™ también interactGa con otras bases del ADN como la adenina,
citosina y timina, la lesion 8-OHdG es la mas abundante porque se forma facilmente
debido a que la guanina tiene el menor potencial de ionizacion y mayor afinidad
electronica, 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 formacion constante de niveles elevados de aductos 8-OHdG conduce a
inestabilidad gendmica que propicia el desarrollo de enfermedades neurodegeneradoras,
cardiovasculares, diabetes, cancer de pulmén, de higado 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 céncer en los seres humanos

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

El descubrimiento del aducto 8-OHdG fue por Kasai y Nishimura (1984a) en
alimentos cocinados, ellos mostraron que los carcindgenos y mutagenos interacttan con
las bases de acidos nucleicos, particularmente con la guanina y que las EROs estan
involucradas en la oxidacion de C8 de la guanina (Kasai et al., 1984). Al siguiente afio
se confirmo la formacion de 8-OHAG por la generacion de EROs debidas a exposicion a
fibras de asbestos y H,O, (Kasai y Nishimura, 1984b).

Floyd et al. (1986), reportaron un método analitico sensible para detectar 8-
OHAG en DNA celular por medio de HPLC con deteccion electroquimica (HPLC-EC),
este método se usa ampliamente para estudios de dafio oxidante al ADN in vitro en
tejidos animales después de la administracion de agentes carcinogénicos y promotores
de tumores. El primer informe del analisis de 8-OHdG como el principal producto de

dafio 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 esta
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 andlisis de 8-OHdG por diferentes métodos analiticos, como
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS), HPLC-espectrometria de
masas en tdndem (HPLC-MS/MS), HPLC-ionizacion electrospray y por el uso de

anticuerpos como el ensayo de ELISA.

2.15 Aducto 8-OHdG como biomarcador de estres oxidante

El aducto 8-OHdG ha sido ampliamente usado como biomarcador de estrés
oxidante por su relacion con las etapas de iniciacion y promocion 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 cancer debido a que estima el dafio al ADN después de la exposicién a sustancias
carcinogénicas, contaminacion ambiental y factores del estilo de vida.

Numerosas investigaciones han mostrado el dafio oxidante midiendo los niveles
de 8-OHdG y con el desarrollo de cancer (Shigenaga y Ames, 1991), en ratones
expuestos a particulas del humo de diesel se mostro correlacion positiva entre los
niveles de 8-OHdG y cancer de pulmon (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 hepaticas que en células renales (Kim y Lee,
1997). En sangre completa, fibroblastos y ADN de timo de ternera irradiados con

radiacion gama y en células epidérmicas de raton expuestas a radiacion ultravioleta se
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determiné 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 evaluacion del dafio oxidante por exposicion ocupacional es de gran
importancia debido a que se relaciona directamente con el desarrollo de cancer, 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 combustion 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 carbén y silice (Schins et al.,
1995), en calderas (Kim et al., 2004) y trabajadores de gasolinerias (Nilsson et al.,
1996).

Las particulas en el aire de zonas urbanas se han asociado con el incremento
del céncer pulmonar y con los niveles de 8-OHdG en orina y en epitelio nasal de
personas expuestas a contaminantes ambientales en nifios, mujeres trabajadoras de
estaciones de peaje, policias y conductores de autobuses (Calderén-Garciduefias 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 dafio 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 cancer de seno (Malins et al., 1993; Musarrat et al.,

1996; Kuo et al., 2007), cancer 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), cancer renal (Okamoto et al.,
1994; Miyake et al., 2004) y cancer de Utero (Yamamoto et al., 1996), lo cual muestra
que el aducto 8-OHdG es un excelente biomarcador de dafio oxidante, para determinar
etapas tempranas el desarrollo de cancer y muy atil en los estudios epidemioldgicos

(Poirier, 2004).

2. 16 Ensayo cometa

El ensayo cometa o electroforesis unicelular es actualmente muy usado para
evaluar carcindgenos ambientales, este ensayo ha mostrado ser un método répido,
sencillo, de facil aplicacion y muy sensible para detectar niveles de dafio al ADN como
rompimientos de una o doble cadena de ADN, sitios alcali-labiles, entrecruzamientos
proteina-ADN y eventos de reparacion por escision incompleta en células individuales,
tiene gran reproducibilidad en tejidos y érganos. Ademas es considerado una excelente
herramienta para evaluar dafio genotdxico, mutagénico y carcinogénico por estrés
oxidante en células humanas in vivo e in vitro, en biomonitoreo ambiental, exposicion a
radiaciones, ecotoxicologia, epidemiologia 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 dafio al ADN en muestras
muy pequefias donde el analisis 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 Ostling y Johansen (1984)

para cuantificar rompimientos en la cadena de ADN en células individuales expuestas a
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radiacion ionizante. En los primeros intentos para detectar el dafio emplearon un sistema
en el cual las células dafiadas embebidas en un gel de agarosa mostraron un halo de
ADN fragmentado alrededor del ntcleo. Después el ensayo se mejord, realizando la lisis
en una solucién detergente neutra y aplicando un campo eléctrico débil para atraer hacia
el &nodo los fragmentos de ADN localizados en el nicleo. Como la corriente eléctrica
pasa a través del gel, la doble cadena de ADN rota se desenrolla y migra formando una
cauda detréas de la cabeza nuclear. EI ADN se tifi6 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 increment6 con la dosis de radiacion y aumento por
lo tanto el dafio al ADN, las condiciones neutras limitaron la utilidad del ensayo ya que
fue usado solamente para cuantificar células dafiadas y no dafiadas, aunque en estudios
posteriores se empled también para establecer la eficiencia de la radiacion y
tratamientos de quimioterapia en células con cancer (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 version alcalina del ensayo
cometa a pH 13 para detectar lesiones por rompimientos de una cadena de ADN vy sitios
labiles al alcali en células individuales. Ellos midieron la longitud de la cauda del
cometa a partir del primer borde del nicleo pero observaron que células con la misma
longitud de migracion tenian 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 version alcalina fue aceptada por un panel de

expertos en el International Workshop on Genotoxicity Test Procedures como la version
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Optima, para evaluar sustancias genotoxicas, carcinogénicas, antineoplasicas y
apoptdticas. En los ultimos afios la version alcalina del ensayo cometa ha sido una
excelente herramienta en el &rea de Toxicologia Genética, ya que permite la valoracion
de dafio 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 diametro 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 mayoria de agentes genotdxicos
inducen mucho méas rompimientos de una cadena y sitios labiles al alcali, la version
alcalina del ensayo cometa es la méas sensible para detectar el dafio al ADN. Como
encontraron caudas cortas con cantidades altas de fragmentos y caudas largas con pocos
fragmentos de ADN, ademas de la longitud también tomaron en cuenta la intensidad de
la cauda e introdujeron un pardmetro compuesto, al cual llamaron “momento de la
cauda”. El momento de la cauda se definié 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 diametro de la
célula perpendicular a la direccion de electroforesis para definir la cabeza del cometa y
calcularon el momento de la cauda multiplicando la fraccion 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 metodologias anteriores tomaban en cuenta la cabeza o la
mitad de ella junto con la longitud de la cauda, las células sin dafio eran registradas
como cometas con la longitud de la cauda igual al didmetro o al radio del nucleo
respectivamente, lo cual conduce a que células intactas tengan un momento de la cauda
positivo, es asi como Ashby et al. (1995) proponen medir la longitud de la cauda a partir
del limite posterior del nucleo 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 dafio genotoxico

El ensayo cometa se ha usado en gran cantidad de estudios de monitoreo
humano en personas ambiental u ocupacionalmente expuestas a diferentes xenobidticos
como los HAPs y plaguicidas para evaluar el dafio que causan al ADN ya que la
fragmentacion se considera un evento inicial en el proceso de carcinogénesis (Griffiths
et al., 2002).

Los estudios con el ensayo comenta en la poblacién ambientalmente expuesta a
ozono y material particulado, se han realizado principalmente en leucocitos, linfocitos,
epitelio nasal y epitelio oral de personas que estan constantemente expuestas a los
contaminantes del aire como son trabajadores de gasolineras, conductores de autobuses
0 de taxis, vendedores en las calles, policias, asi como jovenes y nifios estudiantes
(Calderon-Garciduefias, 1997; Valverde et al., 1997; Gluck y Gebbers, 2000; Avogbe et
al., 2005; Wilhelm et al., 2007).

Investigaciones en poblaciones ocupacionalmente expuestas a agentes
genotoxicos, 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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produccion de electrodos de grafito, incineradoras, personal de aeropuertos y
pavimentacion de carreteras (Sul et al., 2003; Leng et al., 2004; Cavallo et al., 2006;
Qiu et al., 2007). Debido a que pacientes con cancer de ovario, de seno y de colon han
mostrado elevada frecuencia de células con cometa asi como migracion extensiva de la
cauda, se considera que el ensayo cometa es una herramienta adicional para el
diagndstico de sospecha de cancer (Olive et al., 1993; Baltaci et al., 2002; McGlynn et

al., 2003).
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3. JUSTIFICACION

En la Ciudad de México se han incrementado cada vez mas las emisiones de
HAPs al ambiente por el aumento del trafico vehicular y de las industrias
constituyendo un grave problema de contaminacion, por lo que la poblacion humana
estd 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 dafio que causa al
genoma la mezcla orgénica 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 accion genotdxica y citotoxica individual. Con tales
antecedentes en el presente trabajo se evaluaran los efectos genotoxico y citotoxico 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 tincion de exclusion azul tripano, respectivamente y por primera vez el
estrés oxidante del ADN con la deteccion 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) activacion metabdlica

(fraccion enzimatica de higado de rata).
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4. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar los niveles del aducto 8-OHdG y la fragmentacion del ADN en
linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro a hidrocarburos aromaticos

policiclicos con y sin activacion metabdlica animal.

Objetivos particulares:

4.1 Analizar el dafio 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
activacion metabolica animal (mezcla enzimatica 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
activacion metabolica animal (mezcla enzimatica S9).

4.3 Evaluar la citotoxicidad mediante la tincion de exclusiéon 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
activacion metabolica animal (mezcla enzimatica S9).

4.4. Comparar la accion genotdxica y citotdxica in vitro del benzo(b)fluoranteno,
dibenzo(a,h)antraceno y benzo(ghi)perileno en linfocitos periféricos humanos

con y sin activacion metabolica animal (mezcla enzimética S9).
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5. HIPOTESIS

Si los HAPs han mostrado inducir efectos genotdxico y citotoxico en células
humanas, entonces estos mismos efectos se produciran 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

dafo sobre ADN Yy en los niveles del aducto 8-OHdG.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Aislamiento de linfocitos de sangre periférica humana

Se tomaron 20 ml de sangre heparinizada de un donador sano y cada muestra se
transfirio en dos tubos estériles, se centrifug6 a 2,500 rpm por 20 min a 37 °C, se diluyo
1:1 con solucion de Hank’s (37 °C) y se separaron los linfocitos por gradientes con
Ficoll-Paque centrifugando a 1,500 rpm por 10 min a 37 °C, la capa de linfocitos en la
interfase de ficoll se colectd 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 °C) suplementado con penicilina/estreptomicina 1%. Se tomaron
10 pl del boton celular y se cuantifico el nimero de linfocitos/ml con una cdmara de
Neubauer para evaluar la viabilidad celular, el resto del botdn celular se usé 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 evalué mediante el método de exclusién de azul tripano
(Altman et al., 1993). El azul tripano penetra en las células muertas a través de la
membrana celular dafiada, tifiendo al nacleo. Se tomaron 10 ul de cada muestra méas 10
pl de azul tripano (0.4 %) y después de 3 min, se cuantificd 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 activacion
metabdlica animal

1 X 10° linfocitos con viabilidad > 96 % se coincubaron con DB(a,h)A (20, 40,
80, 160 y 320 uM), B(ghi)P (20, 40, 80, 160 y 240 uM) y B(b)F (20, 30, 40, 60, y 80
pHM) 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° células mas DMSO (0.5 %) en medio RPMI 1640 y el testigo
positivo fue de 1 X 10° células mas B(a)P (80 pM) en medio RPMI 1640 en las mismas
condiciones. Después de los tratamientos, el botdn celular se lavd dos veces con medio
RPMI 1640 y se dividié para realizar el ensayo cometa alcalino y la deteccién de los

niveles del aducto 8-OHdG por inmunoensayo de ELISA.

6.4 Tratamientos de linfocitos periféricos humanos con HAPs in vitro con
activacion metabolica animal

1 X 10° linfocitos con viabilidad > 96 % se coincubaron con DB(a,h)A (20, 40,
80, 160 y 320 uM), B(ghi)P (20, 40, 80, 160 y 240 uM) y B(b)F (20, 30, 40, 60, y 80
pUM) en medio RPMI 1640 mas 100 pl de la mezcla enzimética S9 de higado de rata
(1.0, S9 + 1M G6P, 04 M MgCl,, 165 M KCI, 0.1 M NADP, 02 M
Na;HPO.4/NaH,PO, pH 7.5) para un volumen final de 1 ml a 37 °C por 24 h. El testigo
negativo fue de 1 X 10° células mas DMSO (0.5 %) en medio RPMI 1640 mas 100 pl
de la mezcla enzimética S9. El testigo positivo fue de 1 X 10° células més B(a)P (80
MM) en medio RPMI 1640 méas 100 pl de la mezcla enzimatica S9 en las mismas
condiciones. Después de los tratamientos, el boton celular se lavd dos veces con medio

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

ELISA.

6.5 Ensayo cometa alcalino

Se realizo 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 ul de agarosa de bajo punto de fusién
(LPMA 0.5%) a 37 °C, se colocaron sobre un portaobjetos esmerilado con una
monocapa de agarosa de punto de fusion normal (NMA 1%) y se coloc6 un
cubreobjetos, se hicieron dos laminillas para cada concentracion de HAPs y para cada
uno de los testigos. Las laminillas se mantuvieron a 4 °C por 5 min para la solidificacion
de la agarosa y después se sumergieron en una solucion de lisis final (2.5 M NaCl, 100
mM EDTA, 10 mM Tris, Triton 1% X-100 y DMSO 10 %, pH 10) a 4 °C por 1 h. Los
geles se colocaron en una cdmara de electroforesis horizontal (Owl A5, Lab System Inc)
con amortiguador de electroforesis alcalino frio (300 mM NaOH, 1 mM EDTA pH 13)
durante 20 min para desenrollar las hebras del ADN, la electroforesis se realiz6 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 frio por 5 min y se secaron al aire a temperatura ambiente. A cada laminilla se
agregaron 50 pL de bromuro de etidio (20 mg/ml) para tefiir el ADN. Las laminillas se
examinaron usando un microscopio de fluorescencia Carl Zeiss modelo Axiostar Plus
H-BO-100, equipado con un filtro de excitacion de 515-560 nm y un filtro de barrera de
590 nm. Para visualizar el efecto genotoxico se evaluaron dos parametros: la frecuencia

de cometas (nucleos con dafio al ADN) y la longitud de la cauda (fragmentacion del
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ADN) en 100 ndcleos consecutivos de cada lote experimental y cada testigo por

duplicado (Figura 6).

Figura 6. Iméagenes de nucleos 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) Nucleo sin dafio al ADN (sin cometa); B-F) Nucleos con dafio

al ADN (con cometa)
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6.6 Extraccion de ADN

Se resuspendié el botén celular (1 X 10° linfocitos) en 300 pl de amortiguador
de lisis frio (0.1 M EDTA, 0.15 M NaCl pH 8) mas proteinasa K (Sigma) a
concentracion final de 0.1 mg/ml y SDS(0.5 %). Se incubd a 37 °C durante 12 h con
agitacion constante. Después se agregd un volumen de fenol precalentado a 50 °C, se
mezclo en vortex y se centrifugd a 8 000 xg durante 10 min a 4 °C. Se recolectd la fase
acuosa y se agregd un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) para
extraer el ADN, se mezcl6 en vortex y centrifugé a 8000 xg durante 10 min a 4 °C.
Nuevamente se recogio la fase acuosa y se adiciond un volumen de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) en las condiciones de centrifugado anteriores, se extrajo el ADN con
éter etilico y se centrifug6 a 8000 xg por 3 min a 4 °C. Para precipitar el ADN se separ0
la fase acuosa y se adiciond 30 ul de 3 M AcNa (acetato de sodio) y 750 ul de etanol
absoluto frio. Se mezclo suavemente, se dejo precipitar a -20 °C por 2 h y después se
centrifugd a 10 000 xg por 20 min. Se lavd el boton con etanol 80 %, se secO y se
resuspendié en 100 ul de amortiguador TE (10 mM Tris-HCI, 1ImM EDTA pH 8).
Posteriormente se digiri6 el ARN mediante la adicién de ARNasa A (Sigma) hasta una
concentracion final de 20 pg/ml y se incubé a 37 °C durante 30 min. Se extrajo con un
volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y centrifugo a 8 000 xg por 5
min a 4 °C. Al sobrenadante se le agregd 10 pul de 3M AcNa y 250 ul de etanol absoluto
frio, se dejo 10 min en hielo y despues se centrifugé a 10 000 xg por 20 min a 4 °C. Se
lavé con etanol al 80 % y resuspendié en 50 pl de amortiguador TE. Finalmente la
determinacion de la concentracion de ADN se realizo espectrofotométricamente (Nano
Drop ND-1000 Spectrophotometer) a 280 nm y se almacend a -70 °C (Yin et al., 1995;

Glen, 1996).
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6.7 Dialisis de enzimas

Las enzimas nucleasa micrococal (MN) y fosfodiesterasa (SPD) se dializaron
para evitar impurezas que interfirieran con la digestion. Se hidratd la membrana del
casete de didlisis (Slide-A-Lyzer 10K) en el amortiguador de dialisis (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 formacion de burbujas. Se mantuvo dializando en 3
L del amortiguador durante 24 h a 4 °C con agitacion constante y se cambid el
amortiguador una vez, finalmente se extrajeron las enzimas y se usaron inmediatamente

para la digestion del ADN.

6.8 Digestion del ADN

100 pg de ADN de linfocitos periféricos humanos de cada tratamiento se secaron
en un evaporador Speed Vac (Concentrator 5301 Eppendorf), se agregd la mezcla
enzimatica nucleasa micrococal/fosfodiesterasa (MN/SPD) a una concentracion final de
MN 30 mU/ul y SPD 10 mU/ul en amortiguador de digestion (100 mM succinato de
sodio pH 6, 50 mM cloruro de calcio), se agito por vortex y se centrifugd durante pocos
segundos a 8 000 xg para asegurar la mezcla completa, se incubé a 37 °C toda la noche.
Después se agregd la enzima NP1 (Sigma) a concentracion de 1.25 mg/ml, en
amortiguador de acetato de sodio (250 mM acetato de sodio pH 5) mas cloruro de zinc
(2 mM cloruro de zinc ) y se incub6 a 37 °C por 1 h. Finalmente se detuvo la reaccion
adicionando tris base (0.5 M tris base), se centrifugo a 8 000 xg por 5 min y se uso el
sobrenadante que es donde se encuentra el material genetico de los linfocitos (Yin et al.,

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

Los niveles del aducto 8-OHdG se midieron en 100 pg de ADN de linfocitos
periféricos humanos expuestos a cada concentracion de HAPs-S9, HAPs+S9 vy 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 pl del amortiguador EIA a los pocillos indicados, 50 pl de 8-
hydroxy-2-deoxy Guanosina AChE Tracer y 50 pl del anticuerpo monoclonal 8-
hydroxy-2-deoxy Guanosina a cada pocillo excepto al blanco. La placa se cubrio con
una pelicula pléastica y se incub6 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 ul del
reactivo Ellman a cada pocillo y nuevamente se colocd en el agitador orbital por 2 h a
temperatura ambiente y en oscuridad.

La placa se ley6 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 célculo (provista por Cayman Chemical), la concentracion del aducto 8-
OHdG se obtuvo con una curva estandar para 8-OHdG (10.3-3000 pg/ml) expresada en

ng/ug de ADN.

6.10 Analisis estadistico
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

estandar de tres experimentos independientes con y sin S9 (activacion metabdlica
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animal) para cada concentracion de HAPs y los testigos, se aplicd un andlisis de
varianza (ANOVA) y la prueba estadistica de Newman-Keuls para determinar
diferencias significativas entre los grupos tratados con sus respectivos testigos a
p<0.001. La relacion 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

determind usando un analisis de regresion lineal.
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7. RESULTADOS

7.1 Genotoxicidad de HAPs en linfocitos periféricos humanos in vitro sin activacion
metabdlica 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 uM el promedio en la frecuencia de cometas fue
de 7.0 £+ 0.8 2 19.3 £ 1.4 y la longitud de la cauda de 7.37 £ 1.9 2 22.12 £ 3.4 um. Sin
embargo, con 20 uM 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 um, no mostré diferencias significativas con el testigo
negativo (frecuencia de cometas 4.5 = 0.5 y longitud de la cauda 3.38 £ 1.2 um) (Tabla
I, Figuras 7 y 8) (p<0.001). Con B(ghi)P a 20, 40, 80, 160 y 240 puM 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 um. Con B(b)F a concentraciones de 20, 30, 40, 60 y 80 um 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 um, respectivamente (Tabla I, Figuras 7 y 8). El
tratamiento con B(a)P 80 uM 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 um) 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
activacion metabolica animal (HAPs+S9)

Los tratamientos in vitro con HAPs+S9 en linfocitos periféricos humanos
incubados por 24 h indujeron mayor dafio al ADN que los tratamientos directos (HAPs-
S9) y con relacion al testigo (5 % DMSO+S9). El DB(a,h)A en concentraciones de 40,
80, 160 y 320 uM aumentaron el promedio de la frecuencia de cometas de 12.5+ 0.6 a
84.3 £ 1.2 um y en la longitud de la cauda de 12.95 + 2.6 a 89.33 £ 3.3 um; sin
embargo, DB(a,h)A a 20 uM (frecuencia de cometas 6.3 = 1.0; longitud de la cauda
6.23 £ 1.8 um) no causd diferencias significativas comparando con el testigo
(frecuencia de cometas 5.0 = 1.0; longitud de la cauda 6.42 £ 1.8 um) (p<0.001). Las
concentraciones de 20, 40, 80, 160 y 240 uM de B(ghi)P indujeron incremento en el
promedio de la frecuencia de cometas de 27.8 + 4.4 a2 98.7 £ 0.6 y en la longitud de la
cauda de 20.72 + 2.5 a 136.5 £ 2.1 um. Las concentraciones de 20, 30, 40, 60 y 80 uM
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 um (Tabla I, Figuras 7
y 8). A concentraciones elevadas de HAPs causaron severo dafio al ADN, con el 80 y
100 % de cometas con gran longitud de la cauda comparado con el testigo (Graficas 1y
2). El testigo positivo (BaP 80 uM) produjo el 100 % de cometas con grandes caudas
(117.19 £ 2.4 um) con respecto al BaP-S9 y al testigo (0.5 % DMSO+S9) (5.0 £ 1.0;
6.42 £ 1.8 pum). Comparando el efecto genotoxico de los HAPs-S9, se observo que
B(b)F fue mas genotdxico que DB(a,h)A y B(ghi)P. ElI B(b)F y el B(a)P a 80 uM
causaron aumento similar en ambos parametros genotdxicos comparado con el testigo

(Tabla I, Figuras 7 y 8).
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El anélisis de regresion 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 relacién concentracion-efecto (Figura 9).

7.3 Niveles de 8-OHdG en ADN de linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro
a HAPs sin activacion metabdlica 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 (DMS0-S9) (p<0.01). EI DB(a,h)A a concentraciones de 80, 160 y 320 uM
produjo incremento de 0.67 + 0.02 a 0.87 + 0.05 ng/ug de ADN; B(ghi)P a 40, 80, 160
y 240 pM indujo niveles de 8-OHdG entre 0.67 £ 0.03 a 0.98 + 0.03 ng/ug de ADN y
B(b)F a 20, 30, 40, 60 y 80 uM aumentaron los niveles de 8-OHdG (0.69 + 0.03 a 1.13
+ 0.07 ng/ug de ADN) con relacion al testigo (0.5 % DMSO-S9) (0.55 + 0.02 ng/ug de
ADN) (p<0.01). Sin embargo, el DB(a,h)A a 20 y 40 uM y B(ghi)P a 20 uM no
mostraron diferencias significativas en los niveles de 8-OHdG comparado con el testigo

(Tabla I1).

7.4 Niveles de 8-OHdG en ADN de linfocitos periféricos humanos expuestos in vitro
a HAPs con activacion metabolica 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 pM de
DB(a,h)A provocaron aumento significativo en el rango de 0.99 + 0.04 a 1.78 + 0.10

ng/ug de ADN con relacion al testigo (0.54 + 0.05 ng/ug de ADN). A concentraciones
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de 40, 80, 160 y 240 uM de B(ghi)P, se elevd el nivel del aducto 8-OHdG de 1.13+0.0
a 2.23 = 0.4 ng/ug de ADN comparado con el testigo. Con 20, 30, 40, 60 y 80 uM de
B(b)F el nivel de 8-OHAG aumentd, de 1.24 + 0.04 a 3.14 + 0.14 ng/ug de ADN, con
relacion al testigo. EI 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). ElI B(a)P a 80 puM (testigo positivo),
caus6 aumento en el promedio del nivel de 8-OHdG (1.23 + 0.05 a 3.28 + 0.06 ng/ug de
ADN) con relacion a B(a)P-S9 y el testigo (0.5 % DMSO+S9) (Figura 10).

El anélisis de regresion 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 concentracion-efecto (Figura 11).

7.5 Citotoxicidad de HAPs sin y con activacién metabdlica 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 modific6 comparando con los testigos (0.5 % DMSO-

S9y +S9) (Figura 12).
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8. DISCUSION

El aire de la Ciudad de Meéxico contiene altos niveles de HAPs debido
principalmente al incremento en las emisiones del trafico vehicular. Diversos estudios
genotoxicos se han enfocado a la exposicion ambiental y ocupacional pero hay ausencia
de conocimiento relacionado con el efecto genotoxico de los HAPs individuales.
Calderdn-Garciduenas et al. (1999) reportaron dafio significativo en el ADN de epitelio
nasal en nifios de la Ciudad de México expuestos a contaminantes ambientales usando
el ensayo cometa alcalino y la deteccion de 8-OHdAG con inmunohistoquimica. Valverde
et al. (1997) y Fortoul et al. (2004) mostraron incremento significativo en la
fragmentacion del ADN en epitelio nasal y leucocitos periféricos de jovenes estudiantes
de la misma ciudad, ambos estudios relacionan el dafio al ADN con altas
concentraciones de O3 y particulas PM;s que se encuentran en la atmdsfera. Gutiérrez-
Castillo et al. (2006) observaron que la MOE induce dafio al ADN en células A549 de
epitelio alveolar. En una investigacion previa, se evidencié que los HAPs extraidos de la
MOE del aire de la Ciudad de México (particulas PMio y PM,5) producen incremento
significativo en la frecuencia de intercambio de crométidas hermanas y alteracion en la
cinética de proliferacion celular de linfocitos periféricos humanos en cultivo (Calderon-
Segura et al., 2004), asi como accion mutagénica con el ensayo de Ames (Villalobos
Pietrini et al., 2006).

En el presente estudio se evaluo la fragmentacion del ADN vy 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

activacion metabdlica animal, usando el ensayo cometa alcalino y la tincion de
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exclusion de azul tripano, respectivamente. Ademas, la deteccion del dafio 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 relacion al testigo negativo (0.5
% DMSO0-S9). Los resultados indican que estos compuestos son agentes genotdxicos
menos bioactivos por los linfocitos humanos in vitro, los cuales producen bajas
concentraciones de intermediarios metabdlicos y EROs que interactdan con el ADN
causando su fragmentacion y la oxidacion de la guanina. Estos resultados concuerdan
con otros estudios donde muestran que los linfocitos de sangre periférica humana
contienen una concentracion baja de enzimas CYP450 1Al y 1B1 comparada con los
hepatocitos, capaces de metabolizar a los HAPs a intermediarios genotoxicos (Burchiel
y Luster, 2001; Lin et al., 2003; Furukawa et al., 2004; VVan Duursen et al., 2005). Sin
embargo, en presencia de la mezcla S9, todos los HAPs produjeron mayor dafio 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 vy el testigo (0.5 % MMSO+S9), con una relacion de
concentracion-efecto.

La activacion metabdlica de los HAPs es ampliamente conocida, son
metabolizados por el sistema de enzimas CYP450 (CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1) para
producir intermediarios electrofilicos tales como los epdxidos diol. EI B(a)P es
transformado enzimaticamente en oxidos de areno (9-OH-BaP, 7-OH-BaP, 6-OH-BaP,
3-OH-BaP y 1-OH-BaP). Estos oxidos de areno, se transforman en fenoles por la

enzima epdxido 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 fragmentacién del ADN, aductos con el
N? de la desoxiguanosina y con la guanina (Briedé et al., 2004; Xue y Warshawsky,
2005; Shimada y Guengerich, 2006). Adicionalmente, durante las reacciones de
oxidacion electronica, 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 epoxidos diol inducen la produccién 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 Gltimo como el principal aducto ADN-B(b)F en piel de ratén (Geddie et al., 1987;
Weyand et al., 1993; Baer-Dubowska, 1999), en pulmoén y en hepatocitos de rata (Ross
etal., 1992; Mass et al., 1996; Topinka et al., 1998).

Para el DB(ah)A, el metabolito 3,4,10,11-bis-dihidrodiol-1,2-epoxido es el
principal iniciador de tumores (Buening et al., 1979; Binkova y Sram, 2004;
Svihalkova-Sindlerova et al., 2007) y formador de aductos de ADN en la piel de raton
(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 esta involucrado en la actividad mutagénica y en la induccion de

aductos de ADN en timo de ternera (Platt y Grupe, 2005; Platt et al., 2008).

53
Haria Toatbel Rocriguey Lomers



Los resultados de los tratamientos con HAPs+S9 muestran que la mezcla
enzimética S9 (sistema de activacion metabdlica exdgena) aumentd la concentracion de
metabolitos reactivos capaces de unirse covalentemente al ADN induciendo su
fragmentacion, como se revelé por el incremento significativo en el promedio de la
frecuencia de cometas y en la longitud de la cauda. Similarmente, el aumento en la
produccion de EROs ocasion6 mayores niveles del aducto 8-OHdG en los tratamientos
HAPs+S9 que en HAPs-S9 y el testigo (0.5 % DMSO+S9). La fragmentacion del ADN
detectada por el ensayo cometa y el nivel de aductos 8-OHdG mostraron una relacion de
concentracion-efecto. Comparando el dafio al ADN de los HAPs+S9, se observa que el
B(b)F caus6 mayor incremento en el nivel del aducto 8-OHdG y en la fragmentacion
del ADN que B(ghi)P, DB(a,h)A vy 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 fragmentacion del ADN
comparado con el testigo. Quizés durante el metabolismo in vitro del B(b)F y B(a)P se
produjo la misma concentracion de intermediarios electrofilicos y de EROs, pero mayor
concentracion que con el DB(a,h)A y B(ghi)P. Las diferencias metabdlicas de la
mezcla enziméatica S9 para cada HAP, revela la accion genotéxica de los HAPs
individuales en linfocitos periféricos humanos in vitro, asi como la induccién
diferencial del dafio oxidante al ADN, que depende de la estructura quimica y de la
concentracion para producir diferencialmente intermediarios metabdlicos (epoOxidos
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). Ademas, 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 metodologia es sensible y reproducible
para analizar el dafio 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 union del anticuerpo 8-OHdG del kit utilizado (Cayman Chemical) con
la base oxidada.

Los resultados de este estudio muestran que la accion genotdxica de los HAPs
individuales en linfocitos periféricos humanos depende de la concentracion de los
compuestos quimicos y de la tasa metabdlica de la mezcla S9 in vitro para producir
diferencialmente intermediarios genotdxicos y EROs que dafian el ADN de las células
humanas. Estos resultados estan de acuerdo con diversos estudios genotdxicos con
B(a)P in vivo e in vitro, los cuales evidencian que induce fragmentacion 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 cordon 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 *2P-postmarcaje (Dreij et al., 2005), en cultivos de hepatocitos

humanos HepG2 por HPLC/MS-MS (Tarantini et al., 2009), en ADN de timo de

55
Haria Toatbel Rocriguey Lomers



Dlscasidne

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 induccion del
aducto ADN-B(a)P in vivo por medio de ELISA (Harris et al., 1985; Takaishi et al.,
2009) y con *P-postmarcaje-HPLC en epidermis de ratén (Marston et al., 2001); en
células epiteliales WB-F344 de higado de rata (Topinka et al., 2008) y en fibroblastos
de pulmén humano (Binkovd y Srdm, 2004). Ademas, 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 pulmoén 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 higado (Staal et al.,
2007), en cultivo de hepatocitos de rata y en células V79NH y NCI-H322 (Topinka et
al., 1998), en fibroblastos de pulmdn embrionario humano (HEL) y en piel de ratén con
32p_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 estan relacionadas con el
aumento en la incidencia de enfermedades en la poblacion. En el presente estudio se
evalud 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 mas altas (20-320 puM) 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?,
DB(a,h)A a 0.59 ng/cm®, B(ghi)P a 1.46 ng/cm®, B(a)P a 0.74 ng/cm®, indeno (1,2,3-
cd)pireno a 1.00 ng/cm®, fenantreno a 1.66 ng/cm®), ademas estos HAPs estan
combinados con el material particulado del aire urbano formando mezclas complejas
(Calderon-Segura et al., 2004; Gutiérrez-Castillo et al., 2006; Villalobos-Pietrini et al.,

2006; Amador-Muiioz et al., 2001, 2008; Thornhill et al., 2008), quizéas la exposicion
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constante al material particulado podria producir la acumulacion 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
reparacion del ADN, los niveles antioxidantes enddgenos y el estilo de vida (fumar,
consumo de alcohol, tipo de dieta, entre otros) (Wiseman et al., 1995; Hsiao et al.,
2000). Finalmente, esta investigacion con el uso de dos biomarcadores muestra que son
herramientas Utiles y adecuadas para conocer el riesgo a desarrollar enfermedades en

estados iniciales incluyendo el cancer.
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9. CONCLUSIONES

Con base en los resultados se concluye lo siguiente:

1)

2)

3)

4)

5)

El B(a,h)A, el B(ghi)P y el B(b)F sin la mezcla enziméatica S9 producen dafio 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 accién genotdxica se incrementa
significativamente con la activacion metabolica (mezcla enzimatica S9).

El B(a,h)A, el B(ghi)P y el B(b)F sin la S9 causan dafio 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).

El ensayo de ELISA, por primera vez estandarizado y aplicado en nuestro pais,
evidencia que es un método rapido y adecuado para evaluar dafio oxidante en el
ADN en las células humanas expuestas in vitro a HAPs mediante la deteccion
de los niveles del aducto 8-OHdG, que muestra ser un buen biomarcador
molecular de estrés oxidante inducido por contaminantes ambientales.

Los dos biomarcadores genotdxicos evaluados en este estudio muestran una
relacion de concentracion-efecto.

Al comparar la actividad genotoxica de los tres HAPs, con (+S9) y sin (-S9)
activacion metabolica animal, se observéd que el B(b)F produce mayor dafio 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 genotoxica en los linfocitos

periféricos humanos in vitro.
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Cowctuscones

6)

7)

8)

El B(a)P, es un testigo positivo adecuado para detectar dafio al ADN de los
linfocitos periféricos humanos in vitro.

Los resultados del presente estudio confirman que el ensayo cometa alcalino es
una prueba con gran sensibilidad y reproducibilidad para evaluar agentes
genotoxicos ambientales.

Se demuestra el efecto genotdxico de los tres HAPs més 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. Dafo 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) &
Concentracion % Frecuencia de cometas Longitud de la cauda (um)
X +EE X +EE
(M) 59 +59 59 +59
Testigo Negativo
(0.5 % DMSO) 45+0.5 50£1.0 338+1.2 6.42+1.8
Testigo Positivo 27.8+10.0* 100 + 0.0* 2063 +2.6%  117.19 + 2.4%
(Benzo(a)pireno 80 uM)
Dibenzo(a,h)antraceno
20 45+ 0.5 6.3+£1.0 350+1.2 6.23+1.8
40 7.0+£0.8* 12.5+0.6* 7.37 £ 1.9 12.95 + 2.6**
80 8.7 £ 0.6* 22.3+£2.0* 8.34 £ 2.0** 22.54 + 3.2**
160 154 +1.4* 45.6 + 4.2* 18.55 + 3.2** 57.83 £ 4.6**
320 19.3+1.4* 84.3+£1.2* 22.12 £ 3.4* 89.33 £ 3.3**
Benzo(ghi)perileno
20 8.5+£0.5* 27.8 £4.4*% 8.99 £ 2.1** 20.72 £ 2.5**
40 10.6 £ 2.3* 39.0£9.7* 10.68 + 2.3** 37.10 £ 3.8**
80 175+ 0.8* 53.7 £ 1.5% 15.54 + 2.6** 55.48 £ 4.2**
160 175+ 2.1* 775+ 7.5* 23.32 £ 3.8* 103.20 + 4.2**
240 23.7 £6.5* 98.7 £ 0.6* 30.18 £ 3.6** 136.50 + 2.1**
Benzo(b)fluoranteno
20 104 +£1.7* 37.8£8.2* 10.19 + 2.2** 37.05 £ 3.6**
30 8.8+t2.7* 41.6 + 3.6* 10.28 + 2.4** 53.57 £ 4.6**
40 8.3 +£3.4* 465+ 1.7* 17.73 +£1.9** 63.08 £ 4.3**
60 169+ 1.7 70.3 £ 0.5* 19.86 + 3.2** 92.71 £+ 4.4*
80 245 +0.9* 100 + 0.0* 31.02 £ 3.9** 113.87 +1.8*

@ Promedio de 3 experimentos  n =300 células
* Diferencias significativas para F= 10.47 p<0.0001 prueba estadistica de Newman-Keuls

** Diferencias significativas para F=99.97 p<0.0001 prueba estadistica de Newman-Keuls
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Figura 7. Promedios de la frecuencia de cometas (dafio 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 activacién metabdlica animal
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Tabla I1. 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
Niveles del aducto 8-OH-dG
100 pg de ADN (ng/p_g de ADN)
Xt EE
-S9 +S9

Testigo Negativo

(0.05 % DMSO) 1.10+0.02 1.09 £ 0.05

Testigo Positivo

(Benzo(a)pireno 80 LM) 2.47 +0.05 6.57 + 0.06*
Dibenzo(a,h)antraceno
20 1.16 £+ 0.02 1.26 £ 0.01
40 1.21 £0.02 1.43+£0.01
80 1.34 £ 0.02* 1.99 + 0.04**
160 1.55 + 0.04* 3.09 £ 0.10**
320 1.75 + 0.05* 3.57 £ 0.10*
Benzo(ghi)perileno
20 1.20+£0.01 1.32+£0.03
40 1.34 +0.03* 2.27 + 0.05**
80 1.52 +0.03* 2.62 £ 0.06**
160 1.72 £ 0.03* 3.35 £ 0.04**
240 1.97 £ 0.03* 4.47 £+ 0.40**
Benzo(b)fluoranteno

20 1.39 + 0.03* 2.48 +0.04*
30 1.53 +0.02 3.11 £ 0.04**
40 1.70 + 0.04* 4.75 £0.12*
60 1.94 +0.04* 5.39 £ 0.08**
80 2.27 £0.07* 6.28 + 0.14**

@ Promedio de 3 experimentos
* Diferencias significativas para F=117.10 p<0.001 prueba estadistica de Newman-Keuls
** Diferencias significativas para F=111.68 p<0.001 prueba estadistica de Newman-Keuls
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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 of them are classified as
human carcinogens. In the present study, human peripheral blood lymphocytes were exposed in vitro to different
concentrations of PAHs with (+59) or without (-59) 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-hydroxy-2"-deoxyguanosine (8-OhdG) adduct levels by enzyme-linked
immunosorbent assay (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 uM DB(a,h)A~S9; 20, 40, 80, 160 and
240 uM B(ghi)P=S9; 20, 30, 40, 60 and 80 M B(b)F-S9; and 80 uM B(a)P-S9 for 24 h 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+59 produced a more significant increase in DNA strand breaks and the level
of 8-OHdG compared with the control (0.5% DMSO+59), with a concentration-effect relationship. The viability of
lymphocytes exposed to all PAHs~59 and PAHs+59 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 PAH-induced
DNA damage in human peripheral lymphocytes.

Keywords: polycyclic aromatic hydrocarbons, human peripheral lymphocytes, oxidative DNA damage, DNA strand
breaks, 8-OHdG

Introduction

In the past two decades, high levels of PAHs have been
detected in Mexico City air, mainly in the Southeast
region. Benzo(b)fluoranthene, dibenzo(a,h)anthracene,
benzo(ghi)perylene, benzo(a)pyrene and phenanthrene
havebeen foundin the highest concentrations (Gutiérrez-

Castillo et al., 2006; Dzepina et al., 2007; Amador-Mufioz
etal., 2008).

Air pollution is a serious health issue in cities with ele-
vated levels of vehicular traffic. The PAH concentrations
that have been recorded in Mexico city are significantly
higher (60-690ng/m®) than in the United States cities,
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such as in New York (17ng/m?) and California (150 ng/m?)
(Marr et al., 2004; Molina & Molina, 2004; Thornbhill
etal., 2008). Itis possible that these chemical compounds
are related to a high incidence of respiratory, cardiovas-
cular and nervous diseases and also cancer development
(Cohen, 2000; Pope et al., 2002).

PAHs constitute a wide class of aromatic compounds
and are produced by incomplete combustion processes.
They are related to suspended particles, and their emis-
sions that are very abundant because of the increase of
transport combustibles, industrial use, heaters and ciga-
rette smoke (Marr et al., 2004; Zavala et al., 2009). PAHs
are widely distributed in air, soil, water, sediments and
food (Phillips, 1999; Marti-Cid et al., 2008).

PAHs are absorbed byinhalation, ingestion and dermal
contact. Once inside an organism, they are metabolized
through the cytochrome P450 enzyme system (CYP1Al
and CYP1B1) to produce diol epoxide electrophilic
intermediates that are highly reactive and can bind cova-
lently to macromolecules, such as proteins and nucleic
acids, producing adducts (Harrigan et al., 2006; Park
et al., 2006), mutations (Villalobos-Pietrini et al., 2006),
micronuclei (Bonassi et al., 2003; Cavallo et al., 2006),
sister chromatid exchange (Chandrasejkaran et al., 1996;
Calderén-Segura et al., 2004; Cavallo et al., 2006), chro-
mosomal aberrations (Anwar and Kamal, 1988; Celik &
Akbas, 2005) and DNA strand breaks (Garry et al., 2003).

PAH metabolism produces a large quantity of reac-
tive oxygen species (ROS), such as superoxide anion
(0,), hydrogen peroxide (H,0,) and hydroxyl radicals
(OH"), which can interact with guanine to induce oxi-
dative DNA damage, the principal product of which is
8-OHdG. 8-OHdG is widely employed as a molecular
biomarker for oxidative stress induced by environ-
mental pollutions and is associated with the develop-
ment of various diseases, tumors and cancer (Burdick
et al., 2003; Marie et al., 2009). There are various ana-
lytical methods to quantify, identify and detect PAH-
induced 8-OHdG adduct levels in DNA, urine, serum,
plasma and saliva including high-performance liquid
chromatography (HPLC), gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), high-performance liquid chro-
matography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/
MS) and HPLC-electrochemical detection (HPLC-EC)
with an ELISA (Cooke etal., 2006; Evans et al., 2008) and
immunohistochemistry (Poirier, 2004; Phillips, 2005).
The ELISA method is very useful as an on-site screen-
ing analytical method for 8-OHdG (Wu et al., 2004;
Altuntas et al., 2009); it is cost-effective, easy to perform
and requires a small sample volume. ELISA currently
has great advantages when compared with other chro-
matographic methods to detect oxidative DNA damage
in several human tissues (Breton et al., 2003; Haghdoost
et al., 2006); it has high sensitivity and precision and
less variation in the 8-OHdG adduct levels analysis, is
faster, less expensive, and more high-throughput, and
does not need sophisticated equipment and the use of
radioisotopes such as radioactive phosphorus-32 (*P)

UTXM 623330

(Shimoi et al., 2002; Chiou et al., 2003; Cooke et al.,
2006; Evans et al., 2008). Urinary 8-OHdG, in particu-
lar, has been a measurement most frequently used to
indicate the extent of oxidative DNA damage because
it is non-invasive and technically less involved (Cooke
et al., 2006; Evans et al., 2008). High 8-OHdG levels can
be determined in DNA leukocytes and lymphocytes
from people exposed environmentally and occupation-
ally to PAHs (Grzybowska et al., 1993; Marczynski et al.,
2002; Marie et al., 2009); in diverse tissues from workers
in asbestos (Takahashi et al., 1997) and coke industries
(Zhang et al., 2003), styrene production (Marczynski
et al., 1997) and charcoal and silica mines (Schins
etal., 1995); in gas station workers (Nilsson et al., 1996)
and boiler workers (Kim et al., 2004); in patients with
diabetes (Endo et al., 2006), Alzheimer’s (Gackowski
etal., 2008), and cancer; in patients exposed to chemo-
therapies and radiotherapies (Bialkowski et al., 1996;
Roszkowski et al., 2008); and in laboratory animals
exposed to PAHs (Hattori et al., 1997; Tsurudome et al.,
1999). Evaluating 8-OHdG adduct levels is important
because it is a biomarker at the beginning of the muta-
genic effects, and if not removed, 8-OHdG in DNA may
lead to T:A transversions, whereas the incorporation of
8-0x0-dGTP opposite A will lead to A:T to C:G transver-
sions (Poirier, 2004; Loft et al., 2008). Increased levels of
8-OHdG in urine or DNA have been observed in patients
with different cancer types such as uterine cervical
(Romano et al., 2000), lung (Crohns et al., 2009), breast
(Kuo et al., 2007), kidney (Miyake et al., 2004), bladder
(Akgay et al., 2003), and colorectal (Kondo et al., 2000).
Even in uterus myomas, high 8-OHdG concentrations
are related to the tumor size (Foksinski et al., 2000). The
above information suggests that elevated 8-OHdG lev-
els may be a risk factor for many cancer types (Gyorffy
etal., 2008).

Recently, both in vivo and in vitro investigations have
shown that organic extractable matter (OEM) associated
with urban air from Mexico City induces toxic effects,
but there is a lack of genotoxic studies on single PAHs.
Considering that these chemical compounds represent
a health risk, the present study aimed to investigate the
cytotoxic and genotoxic actions of DB(a,h)A, B(ghi)P,
B(b)F and B(a)P, which were identified in OEM of Mexico
City, in human peripheral blood lymphocytes exposed in
vitro to PAHs, with or without animal metabolic activa-
tion (S9 enzymatic mixture from liver rat), through the
alkaline comet assay. The comet assay is a quick, simple
and sensitive test to detect DNA damage (single- and
double-strand breaks, alkali labile sites or DNA-DNA
and DNA-protein cross links) in individual cells, tissues
and organs induced by environmental chemical agents
(Singh et al., 1988; Tice et al., 2000) We also evaluated
oxidative DNA damage with the detection of the 8-OHdG
adduct levels by ELISA. 8-OHdG is the most employed
biomarker to measure oxidative DNA damage and an
excellent molecular biomarker for mutagenic and/or
carcinogenic agents (Poirier, 2004).

Toxicology Mechanisms and Methods

59
60
61
62
63

65

67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116

Harnia Toatbel Roadrizuey Romera



W N W W e e tw —

1o
1
12
13
14
L5
L6
L7
18
19
20
21
12
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
10
i1
12
13
14
15

17
18
19
50
51
52
33
34
5
36
37
38

Materials and methods

Chemicals

The following chemicals were used: Hank’s Balanced
Salt Solution (HBSS), phosphate buffered saline, RPMI
1640 medium and penicillin-streptomycin (GIBCO);
Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare); benzo(a)pyrene
(B(a)P), dibenzo(a, h)anthracene (DB(a,h)A), benzo(ghi)
perylene (B(ghi)P) and benzo(b)fluoranthene (B(b)
F) (Chiron); §9 enzymatic mix (purchased from the
Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad
Nacional Auténoma de México); low melting point aga-
rose, normal melting point agarose, proteinase K, RNase
A, micrococcal nuclease, spleen phosphodiesterase,
Nuclease P1, trypan blue (0.4%), sodium dodecyl sul-
fate (SDS), glucose-6-phosphate (G6P), nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADP) and ethidium
bromide (Sigma-Aldrich); dimethylsulfoxide (DMSO)
(JT. Baker); phenol-chloroform-isoamyl alcohol (Fluka);
and the 8-OHdG EIA kit (Cayman Chemical, USA).

The isolation of lymphacytes from human peripheral
blood

Twenty milliliters of heparinized venous blood obtained
from a healthy volunteer donor was centrifuged at
2500rpm for 20min; the cellular layer was diluted 1:1
with HBSS and placed over a Ficoll-Paque layer and was
centrifuged at 1500 rpm for 10min. Lymphocytes were
subsequently collected and washed twice in RPMI 1640
medium by centrifugation at 1500rpm for 10min. The
lymphocyte pellet was kept in RPMI 1640 medium (37°C)
supplemented with 1% penicillin/streptomycin and was
immediately quantified in a Neubauer chamber for the
analysis of cellular viability.

Cell viability test

The human lymphocyte viability in all experimental
groups before and after treatment was estimated by the
trypan blue exclusion test (Altman et al,, 1993). Trypan
blue penetrates dead cells through the damaged mem-
brane, staining the nucleus. A mix of 10 pl cell pellet plus
10 pl trypan blue was incubated for 3 min, and we then
quantified the number of dead cells among the live ones
in 100 consecutive cells in duplicate.

Treatments of the human peripheral blood
lymphocytes with PAHs in vitro without animal
metabolic activation

The human peripheral lymphocyte (1 x 10° cells) viability
was > 96%, and they were incubated with DB(a,h)A (20,
40, 80, 160, 320 uM), B(ghi)P (20, 40, 80, 160, 240 uM) and
B(b)F (20, 30, 40, 60, 80 uM) in RPMI 1640 medium to
a final volume of 1 ml at 37°C for 24h. The control was
1 x 106 human peripheral lymphocytes plus DMSQO (0.5%)
in RPMI 1640 medium, and a positive control was human
peripheral lymphocytes (1x 10° cells) plus 80 pM B(a)P
in RPMI 1640 medium in the same conditions. After the
treatments, the cell pellet was washed twice with RPMI

© 2011 informa Healthcare USA, inc.
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1640 medium, and then it was divided to evaluate the
cell viability, to perform the alkaline comet assay and to
detect 8-OHAG levels by ELISA.

Treatments of the human peripheral blood
lymphocytes with PAHs in vitro with animal metabolic
activation

Human peripheral blood lymphocytes (1 x 10° cells) with
a viability > 95% were incubated with DB(a,h)A (20, 40,
80, 160, 320 uM), B{ghi)P (20, 40, 80, 160, 240 uM) and
B(b)F (20, 30, 40, 60, 80 uM) in 1640 RPMI medium
plus 100 pt S9 enzymatic mixture from rat liver (1:0,
$9+1M G6P, 0.4M MgCl,, 1.65M KCl, 0.1M NADP, 0.2M
Na,HPO,/NaH,PO,, pH 7.5) to a final volume of 1ml at
37°C for 24h. The control was human peripheral lym-
phocytes (1 x 10° cells) plus DMSO (0.5%) in RPMI 1640
medium plus 100 pl S9 enzymatic mixture (Maron and
Ames 1983; Calder6n-Segura et al., 2004). The positive
control was human peripheral lymphocytes (1 x 10° cells)
plus 80 pM BaP and 100 pl S9 in RPMI 1640 medium in
the same conditions. After the treatments, the cell pellet
was washed twice with RPMI 1640 medium, and it was
then divided to evaluate the cellular viability, to perform
the alkaline comet assay and to detect 8-OHdG levels by
ELISA.

Alkaline comet assay

The alkaline comet assay was performed according to
Singh et al. (1988) and Tice et al. (2000). The lympho-
cytes (2500 cells) were mixed with 90 pl low melting
point agarose (0.5%) at 37°C, placed on fully frosted
slides (Fisher) with a thin layer of normal melting point
agarose (1%) and covered with a coverslip. Two slides
were made for each PAH concentration and the con-
trols. The slides were kept at 4°C for 5 min for solidifica-
tion of the agarose, the coverslip was carefully removed,
and the slides were then immersed in a coplin staining
jar with a freshly prepared cold lysis solution (2.5M
NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris, 1% Triton X-100 and
10% DMSO, pH 10) at 4°C for 1 h, The slides were placed
in a horizontal electrophoresis chamber (Owl A5, Lab
System Inc) with freshly prepared cold electrophoresis
alkaline buffer (300 mM NaOH, 1mM EDTA pH 13) for
20min to unwind the DNA. Electrophoresis was car-
ried out at 25V and 300 mA for 20 min in darkness to
prevent the occurrence of additional DNA damage.
Subsequently, the slides were washed three times
with freshly prepared neutralization buffer (0.4 M Tris,
pH 7.5) for 5min, fixed with cold absolute methanol
for 5min and air-dried at room temperature. Next, 50
pl ethidium bromide (20mg/ml) was added to each
slide to stain the DNA. The slides were labeled with
an unknown code for the viewer and examined with
an Axiostar Plus Carl Zeiss fluorescent microscope
equipped with an excitation filter of 515-560nm and
a barrier filter of 590 nm. To visualize the DNA dam-
age, the slides were observed at 40x magnification
using a micrometric eyepiece/objective combination
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Figure 1. Representative cometimages (nuclei with DNA damage)
of the human peripheral blood lymphocytes exposed in vitro to
PAHs without (-S9) or with (+59) animal metabolic activation
showing the increase in the tail length (B-F). (See colour version
of this figure online at www.informahealthcare.com/txm)

(1 unit=2.41 pm at 40x magnification). The following
two parameters were recorded to determine genotoxic
effect: a) frequency of comets (nuclei with DNA dam-
age) in 50 randomly selected nuclei on each slide (two
slides per each PAH and controls) and b) the comet tail
length (DNA fragmentation) in the image was evalu-
ated in ym (from the nuclear region to the end of the
tail) in 100 consecutive nuclei (Figure 1).

DNA extraction

Human lymphocytes (1x 10° cells) from each experi-
mental group were mixed with 300 pl alkaline lysis cold
buffer (0.1 M EDTA, 0.15M NaCl, pH 8) plus proteinase
K (0.1 mg/ml) RNase A (20 pg/ml) and SDS (0.5%) at
37°C for 12h in constant shaking. Next, the DNA was
extracted with a phenol-chloroform-isoamyl alco-
hol procedure (25:24:1). DNA was precipitated with
ice-cold absolute ethanol, and the DNA pellet was
washed twice with ice-cold 70% ethanol and dissolved
in Milli-Q water. The DNA concentration was deter-
mined with a spectrophotometer (Nano Drop ND-1000
Spectrophotometer) at 280 nm; it was then stored at
-70°C and used to detect the 8-OHdG levels by ELISA
(Yin et al., 1995; Glen, 1996).

DNA digestion

For digestion, 100 pg DNA from the lymphocytes of each
experimental group was dried in a SpeedVac evapora-
tor (Concentrator 5301 Eppendorf). The DNA was then
mixed with an enzymatic micrococcal nuclease/spleen
phosphodiesterase mixture (MN/SPD) to a final concen-
tration of 30 mU/pl MN and 10 mU/pl SPD in a digestion
buffer (100mM sodium succinate pH 6, 50mM calcium
chloride) by vortex and incubated at 37°C for 1h. Next,
nuclease P1 (1.25mg/mL) was added in a sodium acetate
buffer (250mM sodium acetate, pH 5) plus 2mM zinc
chloride and coincubated at 37°C for 1h. Finally, the
reaction was stopped with 0.5M Tris base, and digested
DNA was immediately used to measure the levels of
8-OHdG (Yin et al., 1995; Helbock et al., 1999; Yoshida
etal., 2002).

UTXM 623330

Detection of 8-OHdG levels by ELISA

The8-OHdG adductlevelswere measured in 100 ugDNA
for each concentration of PAH-89, PAH+S9, and the
controls (DMSO-S9 and DMS0+8§9), using the 8-OHdG
EIA kit (Cayman Chemical) for ELISA following the
procedure suggested by the manufacturers. To begin,
50 pl EIA buffer, 50 pl 8-hydroxy-2’-deoxy-guanosine
Tracer AChE and 50 ul 8-OHdG monoclonal antibody
were added to each well except the blank. The plate was
covered with plastic film and incubated for 18h at 4°C
in an orbital shaker (Rocker 25 Labnet). Next, the wells
were washed five times with a wash buffer and then 200
ul Ellman’s Reagent was added. The plate was covered
with plastic film and incubated for 2h at room temper-
ature in an orbital shaker (Rocker 25 Labnet), in dark-
ness. The plates were read at a wavelength of 450 nm in
an ELISA Lector (EIx800 BioTec) using the Gen 5 ELISA
software. The data obtained were processed in a cal-
culus sheet (provided by Cayman Chemical), and the
8-OHdG concentration was obtained with an 8-OHdG
standard curve (10.3-3000 pg/ml) and is expressed in
ng/pg DNA (Yin et al., 1995).

Statistical analysis

The results of the comet frequency, the comet tail length,
the 8-OHdG adduct levels and cell viability are reported as
the mean + standard error of the mean of three indepen-
dent experiments, with or without S9 (animal metabolic
activation in vitro) for each concentration of PAH and the
controls. The data were analyzed with an analysis of vari-
ance and the Newman-Keuls test to determine significant
differences between the treated groups (PAH-S9 and
PAH+S9) and the respective controls at p<0.001. The rela-
tionship in the comet frequency, comet tail length and the
level of 8-OHdG with all PAH-S9 or PAH+89 concentra-
tions were determined using linear regression analysis.

Results

Genotoxicity of PAHs in human peripheral blood
lymphocytes in vitro without animal metabolic
activation (PAHs-S9)

The results of the treatments of human peripheral lym-
phocytes in vitro exposed for 24h to PAHs-S9 showed
that all PAHs caused a small but significant increase in
the means of the frequency of comets and in the comet
tail length compared with the control. At concentrations
of 40, 80, 160, and 320 pM DB(a,h)A, the comet mean
frequency ranged from 7.0+0.8 to 19.3+1.4 and the tail
length ranged from 7.37+1.9 to 22.12+3.4 pm; however,
with 20 pM (4.5+0.5 comet frequency; 3.5£1.2 pm tail
length), there were no significant differences in both
genotoxicity parameters in relation to the control (0.5%
DMS0-89) (4.5+0.5 comet frequency; 3.38+1.2 pm tail
length) (Figures 2 and 3) (p<0.001). With 20, 40, 80, 160
and 240 pM B(ghi)P, the mean comet frequency ranged
from 8.5+0.5 to 23.7+6.5 and the tail length ranged from
8.99+2.11t030.18 £3.6 pm. With 20, 30, 40, 60 and 80 uM of
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Figure 2. Mean of the comet frequency (nuclei with DNA damage) of the human peripheral blood lymphocytes exposed in vitro to PAHs

without (—S9) or with (+59) animal metabolic activation.
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Figure 3. Mean of comet tail length of the human peripheral blood lymphocytes exposed in vitro to PAHs without (-S9) or with (+59)

animal metabolic activation.

B(b)F, the mean comet frequency and tail length ranged
from 10.4+1.7 t0 24.5+0.9 and 10.19+2.2 to 31.02+3.9
pm, respectively (Figures 2 and 3). Treatment with 80 uM
B(a)P produced a significant but small increase in means
of the frequency of comets (27.8 £ 10.0) and the tail length
(20.63+2.6 pm) compared with the control (Figures 2 and
3) (p<0.001).

Genotoxicity of PAHs on human peripheral blood
lymphocytes in vitro with animal metabolic activation
(PAH+S9)

The in vitro PAH+S9 treatments of human lympho-
cytes for 24 h induced significantly more DNA damage

© 2011 Informa Healthcare USA, inc.

compared with PAH-S9 treatments (p<0.001) and the
control (0.5% DMSO+S9) (p<0.001). At concentra-
tions of 40, 80, 160 and 320 pM DB(a,h)A, the mean
frequency of comets was significantly increased from
12.5+0.6t084.3 + 1.2 ym and the tail length ranged from
12.95+2.6 to 89.33 £3.3 pm; however, 20 uyM DB(a,h)A
(6.3+ 1.0 comet frequency; 6.23 + 1.8 um tail length) did
not cause significant differences compared with the
control (0.5% DMSO+S9) (5.0+1.0 comet frequency;
6.42 £ 1.8 pm tail length) (p<0.001). Concentrations of
20, 40, 80, 160 and 240 uM B(ghi)P induced a significant
increase in the mean frequency of comets ranging from
27.8+4.4 to 98.7+0.6 and the tail length ranged from
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20.72+2.5 to 136.5+2.1 pm. Concentrations of 20, 30,
40, 60 and 80 uM B(b)F produced a significant increase
in the mean comet frequency ranging from 37.8+8.2
to 100+0.0 and the tail length ranged from 37.05+3.6
to 113.87+1.8 pm (Figures 2 and 3). Higher PAH con-
centrations caused severe DNA damage, as indicated
between 80 and 100% of comets with a greater tail
length than controls (Figures 1-3). The positive con-
trol of 80 pM B(a)P produced 100% of comets with
larger tails (117.19+2.4 pm) in relation to the control
(0.5% DMSO+S9) (5.0+1.0; 6.42+1.8 um). Comparing
all PAH+S9 genotoxic effects, we observed that B(b)F
was more genotoxic than DB(a,h)A and B(ghi)P, and
at 80 uM, B(b)F and B(a)P caused a similar increase in
both genotoxic parameters compared with the control
(Figures 1-3).

The linear regression analysis of the comet frequency
and tail length means of all PAHs-S9 and PAHs+S9
showed positive correlations (r=0.9), indicating a con-
centration-effect relationship (Figures 4-6).

Levels of 8-OHdG in the human peripheral blood
lymphocytes exposed in vitro to pahs without animal
metabolic activation (PAHs—S9)

Figure 7 shows a small, significant increase in 8-OHdG
levels in the DNA of the human peripheral lymphocytes
exposed in vitro to PAHs-S9 compared with the con-
trol (DMSO0-S9) (p<0.01). Concentrations of 80, 160
and 320 pM DB(a, h)A produced a significant increase

ranging from 0.67+0.02 to 0.87 £0.05 ng/pug DNA; 40, 80,
160, and 240 pM B(ghi)P-induced 8-OHdG level ranged
from 0.67 +0.03 to 0.98+0.03 ng/pg DNA; and 20, 30, 40,
60, and 80 uM B(b)F significantly increased 8-OHdG
level (0.69+0.03 to 1.13+0.07ng/pug DNA) in relation to
the control (0.5% DMSO-S9) (0.55+0.02ng/pg DNA)
(p<0.01). However, 20 and 40 yM DB(a, h)A and 20 pM
B(ghi)P did not induce significant differences in the
8-OHdG level compared with the control.

The 8-OHdG levels in the human peripheral blood
lymphocytes dna exposed in vitro to pahs with animal
metabolic activation (PAHs+59)

All PAHs+S9 produced a large increase in the 8-OHdG
meanlevels compared with the control (0.5% DMSO+S9)
(p<0.001) (Figure 7). Concentrations of 80, 160, and
320 uM DB(a,h)A induced a significant increase rang-
ing from 0.99 £0.04 to 1.78+0.10 ng/pg DNA in relation
to the control (0.54 + 0.05 ng/pug DNA). With 40, 80, 160,
and 240 pM B(ghi)P, the level of 8-OHdG ranged from
1.13£0.05 to 2.23+0.4ng/pg DNA and were signifi-
cantly greater compared with the control. With 20, 30,
40, 60, and 80 uM B(b)F, the level of 8-OHdG increased
significantly, ranging from 1.24+0.04 to 3.14+0.14ng/
ng DNA, in relation to the control. At lower concentra-
tions of DB(a, h)A and B{(ghi)P, there were no signifi-
cant differences in the 8-OHdG mean level compared
with the control (0.5% DMSO+S9) (p<0.01) (Figure
7). At 80 pM B(a)P (as positive control), there was a

(A)
-89 +59
r=10.964 r=0.998
p=0.008 p=0.173
3
g 100
80 -
—
° 60 // ®DB(an)A -59
]
g 40 / WDB(a,h)A +S9
=
z 20 = o p— hd
& 0 -—F‘f —r T v
0 100 200 300 400
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(B)
-59 +59
r=10.942 r=0987
p=0016 p=0.001
g 150
=
2 120
3 5 90 /1 @DB(a h)A -89
E 60 / EDB(a,h)A +59
< 30 = —)
© 0 ;_é'f r :
0 100 200 300 400
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Figure 4. Linear regression of mean comet frequency (A) and the tail length (B) of the human peripheral blood lymphocytes exposed in
vitro to DB(a.h)A without (-59) or with (+59) animal metabolic activation.
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Figure 5. Linear regression of mean comet frequency (C) and the tail length (D) of the human peripheral blood lymphocytes exposed in
vitro to B(ghi)P without (~S9) or with (+59) animal metabolic activation.

significant increase in the 8-OHdG mean level ranging
from 1.23+0.05 to 3.28+0.06 ng/pg DNA in relation
to the B(a)P-S9 and to the control (0.5% DMS0O+S9)
(Figure 7).

The linear regression analysis of the 8-OHdG adduct
mean levels induced by PAHs-S9 and PAHs+S9 showed
positive correlations at r=0.9, revealing an effect-con-
centration response (Figure 8).

Cytotoxicity of PAHs without or with in vitro animal
metabolic activation

The viability of lymphocytes exposed to all PAHs-S9 and
PAHs+S9 in vitro for 24h was not modified compared
with the controls (0.5% DMSO-S9 or +S9) (Figure 9).

Discussion

Mexico City urban air contains high levels of PAHs
mainly due to emissions from the increase of vehicu-
lar traffic. There is a lack of knowledge related to the
genotoxic action of single PAHs, and many studies have
focused on environmental and occupational exposures.
Calderén-Carcidueiias et al. (1999) found significant
DNA damage in the nasal epithelium of children from
Mexico City using the alkaline comet assay and measur-
ing high levels of 8-OHdG with immunohistochemistry.

© 2011 Informa Healthcare USA, inc.

Valverde et al. (1997) and Fortoul et al. (2004) found a
significant increase in DNA strand breaks in the nasal
epithelium cells and peripheral leukocytes from young
students of the same city; both studies correlated the
DNA damage with high O, concentrations and urban air
PM, , particles. Gutiérrez-Castillo et al. (2006) showed
that extractable organic matter (EOM) induced DNA
damage in A549 human type alveolar epithelial cells. In
aprevious investigation, we showed that PAHs extracted
from of EOM from Mexico City urban air (PM,, and
PM,, particles) produce a significant increase in the
sister chromatid exchange frequency and alterations
in cellular proliferation kinetics of human peripheral
lymphocytes in culture (Calder6n-Segura et al., 2004)
and mutagenic effects with an Ames Assay (Villalobos-
Pietrini et al., 2006).

The present study examined DNA strand breaks and
cytotoxicity of different concentrations of DB(a,h)A,
B(ghi)P, B(b)F and B(a)P in human peripheral lympho-
cytes exposed in vitro using the alkaline comet assay and
trypan blue dye exclusion. In addition, oxidative DNA
damage was quantified with the detection of 8-OHdG
adduct levels by the ELISA method. The specified PAHs
have been identified in the EOM from Mexico City urban
air and were used with or without S9 enzymatic mix from
rat liver. PAHs-§9 incubated with human peripheral
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Figure 6. Linear regression of mean comet frequency (E) and in the tail length (F) of the human peripheral blood lymphocytes exposed in

vitro to B(b)F without (~S9) or with (+59) animal metabolic activation.
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Figure 7. Mean of 8-OHdG adduct level in the DNA of the human Peripheral blood lymphocyte exposed in vitro to PAHs without (-S9) or

with (+59) animal metabolic activation.

lymphocytes produced a small, significant increase in
the mean comet frequency, in the comet tail length and
in the 8-OHAG levels in relation to the control (0.5%
DMSO-S9). These results indicate that these compounds
are genotoxic agents, may be less bioactive in human
lymphocytes ir vitro, producing lower concentrations of

UTXM 623330

metabolic intermediates y ROS that original molecules
and metabolites interact directly and indirectly with the
DNA to cause its fragmentation and oxidation bases. Our
results are in agreement with other reports that human
peripheral blood lymphocytes contain less CYP450
1A1 and 1Bl enzymes than liver, which are capable of
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Figure 8. Linear regression of the 8-OHdG adduct mean levels in the DNA of the human peripheral blood lymphocytes exposed in vitro to

PAHs without (—$9) or with (+$9) animal metabolic activation.
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Figure . Mean viability of the human peripheral blood lymphocytes exposed in vitro to PAHs without (—89) or with (+59) animal metabolic

activation.

metabolizing PAHs into genotoxic metabolic intermedi-
ates (Burchiel & Luster, 2001; Lin et al., 2003; Furukawa
et al., 2004; van Duursen et al., 2005). However, in pres-
ence of 89 mix, all PAH produced greater DNA damage
in human lymphocytes, as evidenced by a large increase
in DNA strand breaks, a high percentage of comets, and
higher levels of 8-OHdG compared with the control (0.5%
DMSO0+S59), with a concentration-effect relationship.

© 2011 informa Healthcare USA, Inc.

The metabolic activation of PAHs is well characterized;
they are metabolized by the P450 cytochrome enzyme
system (CYP1A1, CYP1A2 and CYP1B1) to produce elec-
trophilic intermediates, such as diol epoxides. B(a)P is
enzymatically transformed into arene oxides (9-OH-BaP,
7-OH-BaP, 6-OH-BaP, 3-OHBaP, and 1-OH-BaP). These
arene oxides rearrange into phenols or are catalyzed by
epoxide hydrolase to generate BaP-9-diol, BaP-4,5-diol,
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and BaP-7,8-diol (BPDE) which are highly carcinogenic
and reacts with DNA to form DNA strand breaks and
adducts with the N? of deoxy-guanosine and guanine
(Briedé et al., 2004; Xue & Warshawsky, 2005; Shimada &
Guengerich, 2006). Additionally, through electronic oxi-
dation reactions, B(a)P produces quinones such as B(a)
P 6, 12-6 and 3,6-B(a)P dione that through redox cycling
with their respective diol epoxides induce the production
of ROS. These ROS, especially the hydroxyl radical (OH),
are capable of oxidizing DNA bases, principally guanine,
which forms the 8-OHdG adduct (Briedé et al., 2004; Xue
& Warshawsky, 2005; Ruan et al., 2007).

B(b)Fmetabolitesthathave beenidentified invitroand
in vivo are trans-9,10-dihydro-5,9,10,trihydroxybenzo[b]
fluoranthene (5-OH-B[b]F-9,10-diol) and/or trans-9,
10-dihydro-6,9,10,-trihydroxybenzo[b]JF  (6-Oh-B[b]
F-9,10-diol), and trans-9,10-dihydro-anti-11,12-epoxy-5
-hydroxy-9,10,11,12-tetrahydro-B(b)F-deoxyguanosine
is the major B(b)F-DNA adduct in mouse skin (Geddie
et al., 1987; Weyand et al,, 1993; Baer-Dubowska, 1999),
rat lungs and hepatocytes (Ross et al., 1992; Mass et al.,
1996; Topinka et al., 1998).

The 3,4,10,11-bis-dihydrodiol-1,2-epoxide metabolite
of DB(a,h)A is a major initiator in skin mouse turnors
(Buening etal., 1979; Binkov4 and Sram, 2004; Svihélkové-
Sindlerov4 et al., 2007) and DNA adduct formation in
mouse skin (Lecoq et al., 1992; Carmichael et al., 1993;
Baer-Dubowska, 1999; Kleiner et al., 2004). -

The main metabolites of B(ghi)P, the 3,4-epoxy-3,
4-dihydro-BghiP (3,4-oxide) and 3,4,11,12-bisepoxy-3,
4,11,12-tetrahydro-B(ghi)P (3,4,11,12-bisoxide), being
the first metabolite involved in mutagenic activity and
DNA adduct formation in calf thymus (Platt & Grupe,
2005; Platt et al., 2008b).

The treatments with PAHs+S9 show the metabolic dif-
ferences of the S9 mix; this exogenous mammalian activa-
tion system increased the level of metabolizing enzymes
to produce higher concentrations of reactive metabolites
capable of joining covalently to DNA inducing its frag-
mentation, as revealed by the higher significant increase
in the mean comet frequency and the greater tail length.
Similarty, ROS were produced, resulting in greater levels
of 8-OHdG in PAHs+89 treatments than the PAHs-89 and
control {0.5% DMSO+S9). The significant induction in
the 8-OHdG adduct level had a concentration-effect rela-
tionship and was similar to DNA damage detected by the
alkaline comet assay. Comparing DNA damage of the all
PAHs+89, we observed thatB(b)F caused agreaterincrease
in the level of 8-OHdG adduct and fragmentation of DNA
than B(ghi)P, DB(a,h)A and control (0.5% DMSO+S9).
B(b)F and B(a)P similarly increased the level of 8-OHdG
adduct and DNA fragmentation compared with the con-
trol (0.5% DMS0+89). The electrophilic intermediates and
ROS production during the in vitro metabolism of B(b)F
was greater than B(ghi)P, DB(a,h)A. But, perhaps, to B(b)F
and B(a)P may be similar, as both PAHs produced higher
DNA strand breaks and oxidation of guanine than B(ghi)
P and DB(a,h)A. The metabolic differences of rat liver

UTXM 623330

S9 enzymatic mixture for each PAH in vitro reveals the
genotoxic action of individual PAHs in human peripheral
blood lymphocytes and in the induction of DNA damage
that depends of their chemical structure and concentra-
tion to produce metabolic intermediates and ROS such as
diol epoxides and hydroxyl radicals, respectively, which
are capable to induce genome fragmentation and oxidiz-
ing guanine to cause DNA strand breaks and formation
8-OHAG adducts, respectively.

Although, diverse investigations have shown that
ELISA has limited specificity because antibody can
crossing-reactivity with similar DNA adducts (Yin et al,,
1995; Cooke et al., 2006; BEvans et al., 2008), however,
in our results are agreement with reported values to
level of 8-OHAG in DNA in vitro (Yin et al., 1995; Breton
et al., 2003; Chiu et al., 2003). Furthermore, in our study,
induced and basal values of the 8-OHdG level in human
lymphocytes detected by the ELISA method from three
independent assays revealed that this technique is sensi-
tive and reproducible to analyze the oxidative DNA dam-
age from human cells exposed in vitro to environmental
pollutants such as PAHs, perhaps, assuring that there is
great affinity and specificity to the binding of the anti-
body 8-OHdG from the kit (Cayman Chemical, USA) with
the oxidized endogenous base.

The results of this study show that the genotoxic action
of individual PAHs in human peripheral lymphocytes
depends on chemical compound concentration and on
the metabolic rate of the in vitro §9 mix to produce differ-
ently genotoxic intermediates and ROS that damage the
DNA of human lymphocytes. Our results are in agree-
ment with diverse in vitro and in vivo genotoxic studies
of B(a)P, which has been shown to induce DNA strand
breaks in human lung cells (Park et al., 2009); in HepG2
cultured human hepatocytes (Tarantini et al., 2009); in
human umbilical vein endothelial cells (Annas et al.,
2000) and lymphocytes of occupational exposure people
(Cebulska-Wasilewska et al., 2005) by comet assay. B(a)P
has also been shown to produce DNA adducts in human
peripheral blood lymphocytes in vitro (Wiencke et al.,
1990; Zanesi et al., 1994) and in vivo (Grzybowska et al.,
1993); in human A549 lung epithelial carcinoma cells by
#2p_postlabeling (Dreij et al. 2005); in HepG2 cultured
human hepatocytes by HPLC/MS-MS (Tarantini et al.,
2009); in calf thymus DNA and lung cells by radioim-
munoassay (Cheng et al., 2007) and by HPLC-ES-MS/
MS analyses (Beland et al.,, 2005). B(a)P adducts have
also been detected in vivo by ELISA (Harris et al., 1985;
Takaishi et al., 2009); in mouse epidermis (Marston et al.,
2001) and in WB-F344 rat liver epithelial cells (Topinka
et al., 2008), and detected by **P-postlabeling in human
lung fibroblasts (Binkov4 & Srdm, 2004). Additionally,
DB(a,h)A, B(b)F and B(ghi)P have shown to induce DNA
strand breaks in V79 lung fibroblasts of the Chinese ham-
ster by comet assay (Platt et al., 2008a) and have been
shown to produce DNA adductsin calf thymus (Plattet al.,
2008a); in liver (Staal et al., 2007); in cultures of rat hepa-
tocytes and V79NH and NCI-H322 cells (Topinka et al,,
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1998); in human embryonic lung diploid fibroblasts; and
in mouse skin via *P-Postlabeling-HPLC (Weyand et al.,
1993; Singh et al., 2010).

Our results support the possibility that high PAH levels
identified in and associated with urban air in Mexico City
are related to the increased incidence in illnesses within
the population. In our study, we evaluated in vitro geno-
toxicity of B(b)E B(a)P, B(ghi)P and B(a,h)A in human
lymphocytes to concentrations higher (20-320 pM) than
detected environmentally, then we can not compare PAH
concentrations used in our in vitro genotoxic study with the
PAH concentrations detected in urban air from Mexico city
(B{b)F is to 2.07ng/cm® DB(a,h) A to 0.53ng/cm?®, B(ghi)
P to 1.46ng/cm?, B(a)P to 0.74ng/cm?® indeno(1,2,3-cd)
pyrene to 1.00ng/cm’, phenantrene to 1.66 ng/cm?), con-
sidering that are combined with other matter particles
forming a complex mixture (Calderén-Segura et al., 2004;
Gutiérrez-Castillo et al.,, 2006; Villalobos-Pietrini et al.
2006; Amador-Muiioz et al. 2001, 2008; Thornhill et al.,
2008), maybe exposure to matter particles could produce
an accumulation of DNA lesions and if the DNA is not
repaired, the beginning of carcinogenesis and the develop-
ment of tumors may eventually occur (Burdick et al., 2003;
Briedé et al., 2004; Marczynski et al., 2009). The implica-
tions and adverse health consequences depend on vari-
ous factors such as individual susceptibility, DNA repair
mechanism efficiency, endogenous antioxidant levels and
lifestyle (smoking, alcohol intake) (Wiseman et al., 1995;
Hsiao et al., 2000). The investigation of biomarkers, such
as the ones employed in this research, should be a useful
tool to give assistance to pollutant-exposed people, with
the aim of knowing the risk of cancer development and
other diseases at the beginning stages. In conclusion, our
results demonstrate the individual genotoxic action of the
PAHs DB(a,h)A, B(ghi)P and B(b)F identified in the EOM
of Mexico City urban air. All PAHs-S9 caused little DNA
damage. However, PAH+89 produced a large increase in
DNA strand breaks and increased 8-OHdG levelsin human
peripheral blood lymphocytes in vitro. By comparing the
genotoxic actions of the PAHs, we observed that B(b)F
caused more DNA damage in human peripheral lympho-
cytes than B(a,h)A and B(ghi)P. B(b)F and B(a)P induced
a similar genotoxic response in vitro in human cells.
Because Mexico City air contains high PAH concentra-
tions associated with urban air, it is important to consider
that the synergistic action of PAHs increases human health
risk. Moreover, these results corroborated that the alkaline
comet assay is an excellent and sensitive test to evaluate
DNA strand breaks induced by environmental chemicals.
It also showed that the ELISA method is an adequate assay
to detect the 8-OHdG levels, which are a good molecular
biomarker for oxidative DNA damage induced by PAHs in
human peripheral blood lymphocytes in vitro.
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